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Roviditések jegyzéke

A — delécids mutans

7TM - 7-transzmembran

A - adenin

bp - bazispar

Cas - CRISPR asszocialt fehérje (CRISPR associated protein)

c¢DNS - komplementer DNS (Complementary DNA)

CRISPR - halmozottan szabalyos kozokkel elvalasztott rovid palindromikus
ismétlédések (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

crRNS - CRISPR RNS (CRISPR RNA)

d - atméro (diameter)

DEG - szignifikdnsan eltér6 expressziot mutatd gént (Differentially Expressed Gene)
devreg - termétestfejlédés soran szabalyozott (Developmentally Regulated)

DNS - dezoxiribonukleinsav

DUF - ismeretlen funkcidju domén (Domain of Unknown Function)

FB - érett termOtest (Fruiting Body)

FB-init - termé&test iniciacid (Fruiting body initiation)

FC - stddiumok/torzsek kozti expresszios szorzovaltozo értéke (fold-change)

FPKM - leolvasasok szdma 1000 bazisonként, egy millio térképezett leolvasésra vetitve
(Fragments per Kilobase per Million mapped reads)

G - guanin

gDNS - genomi DNS

GDP — guanozin-difoszfat

GMO - genetikailag mddositott organizmus (Genetically Modified Organism)

GO - gén ontologia (Gene Ontology)

GPCR - G-fehérje kapcsolt receptor (G-Protein Coupled Receptor)

gRNS - vezeté RNS (guide RNA)

GSK-3 - glikogén-szintdz kinaz 3

GTP — guanozin-trifoszfat

HR - homolog rekombinacios hibajavité mechanizmus (Homologous Recombination)
indel - inszercid, delécié mutaciok

KOG - eukariota ortocsoportok szerinti osztalyozasi rendszer (Eukaryotic Orthologous

Groups)



mRNS - hirvivé RNS (messenger RNA)

N - nukleotid (adenin, guanin, citozin vagy timin)

nGMs - Gjgeneracios génmaddositasi technikdk (New Genetic Modification techniques)
NGS - 1j-generacios szekvenalas (Next Generation Sequencing)

NHEJ - nem homolég végillesztés hibajavitd mechanizmus (Non-Homologous End
Joining)

p7TMP - prediktalt 7-transzmembran receptor

pabl - para-amino-benzoésav szintazt kodolo gén

PABA - para-amino-benzoésav

PAM - protospacer melletti szekvencia (Protospacer-Adjacent Motif)

PCR - polimeraz lancreakcio (Polymerase Chain Reaction)

PEG - polietilén-glikol

Pr - primordium

pSL - “feltehetden spoéramentes” génjeldlt (“putative SporeLess” gene candidate)
RNP - ribonukleoprotein (Ribonucleoprotein)

RNS - ribonukleinsav

ROS - reaktiv oxigén gyok (Reactive Oxigen Species)

rpm - percenkénti fordulatszam (Revolutions Per Minute)

SPD - polaris orsotest (Spindle Pole Body)

SSB fehérje - egyszalu DNS-kot6 fehérje (Single Strand Binding protein)
tracrRNS - transzaktivalo CRISPR RNS (trans-activating CRISPR RNA)

VM - vegetativ micélium

vt - vad tipust torzs

YFB - fiatal termétest (Young Fruiting Body)



1. Bevezetés

1.1. A bazidiumos gombak! biotechnologiai jelentésége

A gombak a novények és az allatok mellett a szabad szemmel lathat6 vilag harmadik,
diverz csoportja. A mikroszkopikus gombdk biotechnologiai alkalmazdsa mar
évezredekre nyulik vissza (pl. tészta kelesztése, boraszat és sorfézés), azonban a
makroszkopikus, termdtestet? 1étrehozni képes gombakkal valo kapcsolatunk talan még
régebbre tehetd, mivel mar a paleolitkori ember is gyljtotte és fogyasztotta Oket.
Mostanra, a bazidiumos gombak ¢élelmiszer-, textil- és gyogyszeripari alkalmazasa is
kezd egyre nagyobb teret nyerni. A nagyrészt bazidiumos gombak (Basidiomycota)
termOtesteire épilild gombatermesztés a becslések szerint 2023-ban 62,4 milliard USA-
dollar ($) értékii élelmiszeripari agazatta nétt (Market Report, 2023), amelyre a
kozeljovoben tovabbi, jelentds novekedést prognosztizalnak. Ennek oka, hogy a gomba
termétest €s -micélium sokrétlien felhasznalhaté ¢és alternativ nyersanyagként
hasznosithato tobb ipari teriileten, kivaltva pl. az allati hast és bort, csomagolasra hasznalt
mianyagokat, faanyagot és épitdipari kompozitokat (Hyde és mtsai., 2019; Niego ¢és
mtsai., 2023). A gomba termdtestek hasznos élettani-, beltartalmi és strukturalis
tulajdonsagaik mellett tovabbi nagy ipari elényiik, hogy termesztésiik korkoros
gazdasagba is beilleszthetd (Grimm és Wosten, 2018; Zou és mtsai., 2023), mindez

alacsony CO; kibocsatas mellett (Vinci és mtsai., 2023).

1.1.1. A bazidiumos gombadk ipari jelentosége

A gombafonalak (hifak) Osszességét micéliumnak hivjuk, ami egy sokoldaltian
felhasznalhatd, természetes nyersanyag, kivételes mechanikai és  bioaktiv
tulajdonsadgokkal. Ez lehetévé teszi, hogy alapjaul szolgaljon innovativ termékek
fejlesztésének, mindezt alacsony eldallitasi koltségek és kornyezeti terhelés mellett
(Haneef és mtsai., 2017; Meyer és mtsai., 2020). A micéliumbol hidrofob, tiizallo,
konnyl, nagy szakitoszilardsaggal bird és komposztalhatdé kompozitok allithatoak eld
(Hyde ¢és mtsai., 2019). A micélium mechanikai sajatossdgai a gombasejtfal

Osszetételében keresendOk, ami alapvetden kitinbdl és gliikanbol all. A kitozén

1 A dolgozatban a bazidiumos gomba kifejezés alatt a komplex termdtestet 1étrehozni képes fajokat értjiik,
¢s kiilon jelezni fogjuk, ha ezeknél alacsonyabb morfologiai komplexitasu fajok keriilnek targyalasra.

2 A dolgozatban termdtestként a bazidiumos gombaék altal 1étrehozott, szabad szemmel lathatd, komplex
soksejtii ivaros strukturakra hivatkozunk.
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biokompatibilitdsa és bioldgiai Gton vald lebonthatdésaga mellett vérzéscsillapitd €s
antibakterialis tulajdonsagokkal is rendelkezik, ezért a gyogyaszatban is alkalmazhato
szovetek hozhatok 1étre beldle (Abo Elsoud és El Kady, 2019; Benltoufa és mtsai., 2020;
Hu és mtsai.,, 2018). A micélium kozvetleniil textilként vagy “bor” szdvetként is
felhasznalhat6. Kinézetében és tapintasdban a gombabdr nagyon hasonld az allati borhoz,
azonban annal rugalmasabb, tartosabb ¢és er0sebb. Napjainkra a gombabdr a kisérleti és
luxus divatiranyzatok nélkiilozhetetlen kiegészitdjévé valt, amihez elsdsorban a
pecsétviaszgomba (Ganoderma lucidum) micéliumat hasznaljak fel (Deeg €s mtsai.,
2017; Vandelook és mtsai., 2021).

A hidrofobin fehérjék vizlepergetévé teszik a micéliumot és a termotestet. A
hidrofobinok amfifil tulajdonsagaik révén a gyakorlatban is felhasznalhatoak, példaul
sebészeti eszkozok vagy implantatumok feliileti kezelésére, novelve ezek
biokompatibilitasat és adheziv tulajdonsagait (Erjavec és mtsai., 2012; Linder és mtsai.,
2005). A micéliumok mechanikai tulajdonsagai genetikai modositdssal javithatok.
Példaul a hasadtlemez(i gomba (Schizophyllum commune) sc3 hidrofobint kdédold gént
kititve olyan delécidés mutans torzset hoztak 1étre, aminek stiri micéliuma a hére lagyuld
milanyagokéhoz hasonl6 szakitoszilardsaggal rendelkezett (Appels €és mtsai., 2018).

A fehérkorhasztd6 bazidiumos gombak unikélis képessége a ligninbontés
(Rodriguez-Couto, 2017), ami sokrétlien kihasznalhato az iparban, koztiik a bioetanol-
gyartasban, valamint a textil- és papiriparban a faanyag el6kezelésekor (Andlar és mtsai.,
2018; Bajpai, 2018). Tovabba a bazidiumos gombak széles enzimatikus arzenalja
bevethetd szamos teriileten, példdul a bioremedidcidban a xenobiotikumok lebontasara
(Kulshreshtha és mtsai., 2014), a gydgyaszatban antibiotikumok €s bioaktiv anyagok
gyartasara (erre példa a keserti tobozfiilokébdl kivont strobulin, ami az egyik legnagyobb
mennyiségben forgalmazott, névényvédelemben hasznalt antifungélis szer (Anke és
mtsai., 1977)), vagy a mezdgazdasagi hulladék lebontasara (EI-Gendi és mtsai., 2021;
Hyde és mtsai., 2019).

1.1.2. A gombak élelmezési szerepe

A vilag novekvd népességének megfeleld mennyiségli és mindségli élelmezése,
kivaltképp a kiegyensulyozott fehérjebevitel megteremtése egyre silirgetdbb kihivast
jelent. Ezt az éllati his nem tudja kielégiteni fenntarthatd keretek kozott, ezért olyan
alternativ, egészséges fehérjeforrdsok bevezetése sziikséges, amik biztonsdgosak, nem

iitkoznek etikai aggalyokba és nagyipari termelésiik hosszutavon is megoldhatd


https://www.zotero.org/google-docs/?Ze8pzQ
https://www.zotero.org/google-docs/?Ze8pzQ
https://www.zotero.org/google-docs/?aPQWDd
https://www.zotero.org/google-docs/?aPQWDd
https://www.zotero.org/google-docs/?8aYbIw
https://www.zotero.org/google-docs/?8aYbIw
https://www.zotero.org/google-docs/?R298dx
https://www.zotero.org/google-docs/?Xc4xHC
https://www.zotero.org/google-docs/?owbNcO
https://www.zotero.org/google-docs/?owbNcO
https://www.zotero.org/google-docs/?4Lih6M
https://www.zotero.org/google-docs/?r9JIoO
https://www.zotero.org/google-docs/?r9JIoO
https://www.zotero.org/google-docs/?8pADdj
https://www.zotero.org/google-docs/?8pADdj

kornyezetbarat modon (Henchion és mtsai., 2017). Szamos ilyen alternativ fehérjeforras
jelenleg fejlesztés alatt all vagy mar kereskedelmi forgalomban is elérhetd. Ezek tobbsége
ndvényi- vagy rovaralapi termék. A gombaalapu készitmények kiegyensulyozott
aminosav-profillal rendelkezd vegan huspotlok. Ezek beltartalmi értékét és gazdasagos
eldallithatosagat figyelembe véve tobb szempontbol elonydsebbek és versenyképesebbek
mint az allati hasok (Ayimbila és Keawsompong, 2023). A gombaalapu huspétld
készitményeket a legtobbszor nem termdtestbdl készitik, hanem fermentorban novesztett
micéliumbol. Az elsé micéliumalapa haspotld készitmény Quorn™ néven keriilt
forgalomba még az 1960-as évek masodik felében, amit a Fusarium venetatum
penészgombabdl allitottak elé (Wiebe, 2004). Azonban hidba jelentenek a mikroba-alap
készitmények fenntarthato ¢és magas mindségli fehérjeforrast, a rovaralapu
készitményekhez hasonldan a tarsadalmi elfogadottsaguk alacsony, ezért egyelére nem
tudtak elterjedni a piacon (Bonny €s mtsai., 2015).

Elelmezési célra igy elsésorban bazidiumos gombékat termesztenek. A gomba
termdtest gazdasdgosan megtermelhetd, alacsony kaloriatartalma mellett kimagaslo
tapértékkel bir, jelentds rost-, fehérje- és asvanyianyag tartalma miatt, ezért fontos
fehérjeforras a kiegyensulyozott vegyes, a vegetarianus és vegan étrendekben egyarant
(Bell és mtsai., 2022). A mintegy kétezer ehetd gombafaj fogyasztasi aranyanak 85 %-at
minddssze Ot faj teszi ki vilagviszonylatban, koztiik a shiitake (Lentinus edodes), a kései
laska (Pleurotus ostreatus), jadasfilgomba (Auricularia auricula), a kétsporas csiperke
(Agaricus bisporus) és a téli fiiléke (Flammulina velutipes) (Royse és mtsai., 2017). Ezek
koziil Magyarorszagon a két legnépszeriibb termesztett faj a kései laska és a kétsporas
csiperke. Becslések szerint az atlagos gombafogyasztas évi 4,7 kg fejenként vilagszinten
(Royse és mtsai., 2017), mig itthon az egy fOre esé éves fogyasztas mértéke joval
alacsonyabb, 1 kg koriil mozog (Bringye és mtsai., 2021; Kozponti Statisztikai Hivatal,
2010-2020).

1.2. A bazidiumos gomba termesztés ipari kihivasai

A termesztésbe bevont bazidiumos gomba térzsek nemesitése mind a mai napig a
hagyomanyos technologidkkal zajlik. A hagyomanyos nemesitési eljaras soran a vad
tipusu, egysejtmagvas sziil6i torzsek, un. monokarionok keresztezése mellett mutans
torzseket is hasznéalnak. Ezeket random mutagenezissel mesterségesen hozzak 1étre, vagy

a természetbdl izolaljadk, majd pedig egy donor monokarionnal wvald ismételt
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visszakeresztezéssel, un. introgressziv hibridizaltatassal hozzak 1étre a kivant genetikai
varianst hordozé dikarion torzset (Lavrijssen és mtsai., 2020). A random mutagenezis
torténhet fizikai (pl. UV-besugarzas, He-Ne 1ézer) ¢s kémiai (pl. etil-metil-szulfonat)
uton, amivel véletlenszeriien lehet bevinni mutacidkat a gomba genomjaba (Dong ¢€s
mtsai., 2022). Ez a folyamat azonban rendkiviil munka- és idéigényes. Tovabbi hatranyt
jelent, hogy a gombatdrzseket konnytli vegetativ szovetkulturabol szaporitani, igy az 0j
hibrid fajtakat szinte lehetetlen oltalom alatt tartani (Sonnenberg és mtsai., 2008). Ezek
eredményeképpen kevés a termesztett hibrid torzs, és az ezek kozti genetikai
valtozatossag is igen alacsony (Sonnenberg ¢és mtsai., 2008). Emiatt egyre siirgetobbé
valt 4j molekularis technikak fejlesztése és alkalmazasa, amikkel célzottan és gyorsabban

lehet megoldast talalni a jelenleg fennallo, iparban hasznalt torzseket érintd kihivasokra.

1.2.1. Elelmiszeripari szempontbdl hdtrdnyos tulajdonsdgok

A jelenleg ismert, termesztésbe bevont gombafajok olyan tulajdonsagokkal
rendelkezhetnek, amik jelentdsen csokkenthetik a piaci értékiiket vagy a velik torténd
munka egészségiigyi kockazatot jelent. Ilyen, élelmiszeriparilag jelentds tulajdonsagok a
gyors romlanddsag, barnulas, illetve a laskagomba esetében a spordk tomeges jelenléte.
A termdtestek micéliumtdl vald elvalasztast kdvetden viszonylag gyorsan romlasnak
indulnak, az eltarthatosagi idejiik 1-3 napra korlatozodik. A termdtest barnuldsa az
oregedés és mechanikai sériilés természetes velejardja, azonban ez a fogyasztok altal egy
kifogésolhatd szempont. A barnulds hatterében polifenol-oxidaz enzimek allnak, amik

aromas vegyiileteket alakitanak at barna szini melaninna (Lin és Sun, 2019).

1.2.2. A tomegesen jelenlévd bazidiosporak okozta kockdzat

A meidzis Utjan keletkezett bazidiosporak a kiilonbozd sziildi sejtmagokbol szarmazo
allélok rekombindcioja altal lehetdvé teszik a genetikai valtozatossdgot (Wallen és Perlin,
2018), ami alapvetd a sikeres adaptacidhoz, pl. 0j éldhelyeken (Pringle és Taylor, 2002),
igy a bazidiumos gombak elsddleges szaporitoképletei. A kisméretli sporak a sz€l utjan
messzire eljutva tavoli teriileteket is képesek kolonizalni (Halbwachs, 2015). Egyetlen
termOtest akar napi egy milliard sporat is szabadjara képes engedni (Money, 2016).
Azonban egyes bazidiumos gombafajok termesztdhazakban torténd kultivalasa esetén a
sporak tomeges jelenlétének nem kivant hatdsai érvényesiilhetnek.

A bazidiumos gombafajok, kivaltképp a laskagomba termesztésében kockazatot

jelent a termesztOk egészségére a sporak tomeges jelenléte, amik belégzésével allergias
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reakciokat ¢és tiidogyulladassal stlyosbitott tiinetegyiittest, az un. “gombatermesztok
betegségét” idézhetik eld, ami akar maradandé karosodasokat is okozhat (Van Loon és
mtsai., 1992). Ezen kiviil, a sporak eltomithetik a termesztOhdzak szell6zérendszerét, és
eldidézik a késobbi termdhullamok mindségbeli romlasat, mivel a spordk vektorként
szolgalhatnak kiilonb6z6 gombapatogéneknek ¢€s -virusoknak. Ezek a jelenségek
sporamentes torzsek esetében nem jelentkeztek (Baars és Hesen, 2008). Tovabbi
megfontolandé szempont, hogy a nem 6shonos vagy hibrid gombak termesztése magaban
rejti a sporak természetbe vald kijutdsanak az esélyét, ami az adott teriilet
Okoszisztémajara kockazatot jelenthet (Monteiro és mtsai., 2023). Ilyen példaul az
Oshonos gombakkal valo versengés, ndvénybetegségek hordozésa, €s egyéb, egyeldre
nem ismert negativ hatdsok (Monteiro és mtsai., 2023). Erre kivalo példa az Azsiaban
Oshonos arany laskagomba (Pleurotus citrinopileatus), ami az els6 dokumentalt nem
Oshonos gombafaj, ami az amerikai piacokra vald bevezetését kovetd években
kiszabadult az ipari termesztésbdl és azdta is megallithatatlanul terjed az Egyesiilt
Allamokban (Bruce, 2018).

Jelenleg harom bazidiumos gombafajnak, a kései laskanak (P. ostreatus), az
ordogszekér-laskagombanak (P. eryngii) €és a déli tokegombanak (Cyclocybe
cylindracea) érhetdk el sporamentes hibridjei kereskedelmi forgalomban (Lavrijssen és
mtsai., 2020; Okuda és mtsai., 2013). A kései laska sporamentes torzsét, a SPOPPO-t a
Sylvan Inc. védette le, amit introgressziv keresztezés utjan fejlesztettek ki (Baars ¢€s
mtsai., 2000). A SPOPPO esetében a spéramentesség egylitt jar a termdtestek
deformitasaval, ami csokkenti az eladhatosagat (Baars és Hesen, 2008). Molekularis
biologiai vizsgalatokkal azonositani tudtdk a sporamentesség hatterében allé6 mutéciot,
ami az msh4 meiotikus gént érinti. A mutacid kovetkeztében a sporaképzddést megel6zo
szamfelezd sejtosztodas a metafazis I-ben elakadt (Lavrijssen és mtsai., 2020). Erdekes
moédon a mutans msh4 gén komplementaldsa nem csak a sporulaci6 folyamatat allitotta
mtsai., 2020). Az msh4 mellett tovabbi meiotikus gének, mint pl. a mer3 kilitése is
spéramentes, vagy sporaszegény fenotipushoz vezetett (Okuda és mtsai., 2013; Yamasaki
¢és mtsai., 2022). A meiotikus gének nagyfokt konzervaltsagot mutatnak, igy jol ismertek
a bazidiumos gombdkban. Azonban a spdraképzés meidzist kovetd 1épései €s az abban
részt vevo gének még kevéssé ismertek. Ezek feltérképezésével €s a sporaképzésben

betdltott szerepiik meghatarozasaval lehetéség nyilhat olyan génjeloltek azonositasara,

crer
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hidnyan kiviil nem mutatnak tovabbi morfoldgiai elvaltozasokat. Ez a termesztésbe
bevont torzsek fejlesztésénél kifejezetten kivanatos lenne, hogy a sporamentesség ne

tarsuljon ipari vagy piaci szempontbol hatranyos tulajdonsagokkal.

1.2.3. Ipari igényeknek megfelelo bazidiumos gomba torzsek molekularis technikdakkal

torténd fejlesztési lehetoségei

A munka- és idéigényes hagyomanyos nemesitési eljarasokkal szemben az Gjgeneracios
génmodositasi technikdk (New Genetic Modification techniques, nGMs) jelentdsen
eldremozdithatjdk a gombatorzsek fejlesztését. Az irdnyitott mutagenezisen alapuld
molekularis eszk6zok gyorsak és precizek, amikkel nukleotid-pontosan lehet mutaciot
1étrehozni, a tradicionalis nemesitési eljarasokhoz sziikséges id6 €¢s munka toredéke alatt.
A leghatékonyabb génszerkesztési eszkdz, a genetikai olloként is ismert CRISPR/Cas9
(Halmozottan szabalyos kozokkel elvalasztott rovid palindromikus ismétléddések -
CRISPR asszocialt nukleaz 9, clustered regularly interspaced short palindromic repeats-
associated nuclease 9) rendszer. A CRISPR/Cas9-t a bakterialis adaptiv immunrendszer
részeként fedezték fel, aminek feladata az idegen eredetli (pl. virusfert6zés soran
bekeriilt) DNS inaktivalasa (Barrangou és mtsai., 2007). Roviden ez ugy torténik, hogy
az idegen virus DNS-bdl a Cas9 nukleédz protospacer-eknek nevezett rovid szekvenciakat
épit be a gazda prokaridta genomjaba. A beépiilt spacer szekvencidkat hatarolja a
CRISPR. Egy 0jabb virustamadas esetén ezekrol a szakaszokrol fognak atirddni a crRNS-
ek (CRISPR RNS), amik a tracrRNS-sel (transzaktivalo CRISPR RNS) egyiitt egy RNS-
duplexet hoznak létre, az un. vezetd RNS-t (guide RNA, gRNS), amit felismer és kot a
Cas9 nukleaz, egyiittesen létrehozva a ribonukleoprotein-komplexet (RNP-komplex). A
crRNS specifikus modon képes kotddni az idegen célszekvencidval komplementer DNS
szalhoz. Az idegen célszekvencia felismeréséhez sziikség van egy konzervalt, in. PAM
szekvenciara (protospacer melletti szekvencia (Protospacer-Adjacent Motif, PAM)), ami
harom nukleotidbol (NGG) all. A Cas9 a PAM szekvenciatdl upstream iranyban
kettdsszalu hasitast végez, ezzel hatastalanitva a timadot. Ez a molekularis rendszer adta
az alapjat a célzott genetikai mddositasnak, ami az elmult években forradalmasitotta a
molekularis biologiat (Doudna és Charpentier, 2014) és az utdbbi években sikerrel
adaptaltak az iparban elterjedt gombatorzsek modositasara is (Zhang €s mtsai., 2023).

A CRISPR/Cas9 rendszer nagy eldonye a korabban hasznalt restrikcids enzimeken
alapulo, fehérje-DNS kotésen alapuld eljarasokkal (pl. TALEN vagy cink-ujj nukledz)

szemben az, hogy a médositandd DNS felismerése RNS-DNS kotésen alapul, emiatt
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kisérletenként csak a crRNS-t sziikséges modositani (Schulze ¢s Lammers, 2020). Ez
lehetdvé teszi a természetazonos mutaciok egyszeri ¢€s célzott bevitelét, a
génszerkesztést, ami tarsadalmi és jogi szinteken is elfogadottabb lehet a maés
¢lélényekbdl  szarmazd, transzgenikus DNS  szakaszok  bevitelén alapuld
génmodositasnal (Koralesky €s mtsai., 2023). Azonban, génszerkesztés esetén csupan
néhany bazispart érintd mutacid torténik, ezért a mutans torzsek azonositasahoz
sziikséges - altalaban transzgenikus - szelekcios marker nem épiil be a kititott génbe.
Emiatt az alapkutatasban a funkciondlis vizsgéalatokhoz tovabbra is génmoddositast
hasznalnak. A génmodositds a CRISPR/Cas9 alapu transzformalassal pontosabba ¢és
konnyebben kivitelezhetove valt, amit sikerrel adaptaltak bazidiumos gombakra (Sugano
¢s mtsai., 2017), azonban ennek technikai Iépései még tovabbi fejlesztést igényelnek,
amivel hatékonyabba lehet tenni a génszerkesztett mutansok létrehozasat és azonositasat
bazidiumos gombékban, hiszen egy folyamatosan taguld piac varja az 0j torzseket. Az
USA-ban és Azsia egyes orszdgaiban mar régota engedélyezett a génmodositott
(Genetically Modified Organisms, GMO) és génszerkesztett él6lények alkalmazésa.
Tavaly, 2023 juliusaban az Eurdpai Unidban is elkezdédtek a targyalasok a
génszerkesztett organizmusok GMO-ktol valo jogi megkiilonboztetésével kapcsolatban,
ezaltal tiltasuk feliilbiralasarol és jovobeli termesztésbe torténd bevonasukrdl (Dima és

mtsai., 2023; ,,EU Rethinks Genome Editing”, 2023).

1.3. A termétestképzés genetikai hattere

A gombak orszagaban a legOsszetettebb szervezddési szintet az Agaricomycetes osztaly
tagjai értek el. Ezek szexualis szaporitoképlete a termdtest, ami az egymashoz szorosan
alszovetekbdl épiil fel (Moore, 1995). A gomba alszovetek nagy hasonldsdgot mutatnak
az allati és novényi szovetekkel, valamint a bazidiumos gombdkkal foglalkozd angol
nyelvii szakirodalomban is elterjedt a “szdvet” hasznalata (Kiies, 2000; Moore, 1995),
ezért a differencidlodott, komplex soksejtli struktirdkra mi is szovetként fogunk
hivatkozni a dolgozatban. A termdtest morfogenezise egy térben és idoben szigortian
szabalyozott fejlodési program szerint torténik. Szamos kutatas igyekezett mar feltarni a
termOtest fejlodését meghatarozod fizioldgiai és genetikai tényezdket (Clémengon és

Emmett, 2004; Kiies és Navarro-Gonzalez, 2015; Moore, 2005), azonban ennek
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részfolyamatai €s a mogottiik meghuzodoé komplex genetikai haldzat ismerete még erdsen

hidnyos (Nagy és mtsai., 2023).

1.3.1. Coprinopsis cinerea, a bazidiumos gomba modellorganizmus

A bazidiumos gombak termétest fejlodésének vizsgalatanak legfobb modellorganizmusa
a tragyatintagomba (Coprinopsis cinerea) (Kiies, 2000; Stajich és mtsai., 2010; Kiies és
mtsai., 2016), amely faj mar tobb mint egy évszazada all a tudomany szolgalataban
(Bensaude, 1918). A C. cinerea a porhanyosgombafélék (Psathyrellaceae) csaladjaba
tartozo, hazadnkban is gyakori szaprotrof faj. A tintagombdk sajatossaga, hogy az érett
kalap autolizisen megy keresztiil és tintaszerivé folyosodva teszi lehetévé a sporak
terjesztését. Ez a faj hamar a legelterjedtebb bazidiumos modellorganizmussa nétte ki
magat a fejlddésbiologia terén, mivel laborkoriilmények kozott is konnyen fenntarthato,
szaporithatd mesterséges taptalajon, ¢€letciklusa minddssze két hét alatt lejatszodik és
ekozben a termotestképzés indukalhatod és szinkronizalhato (Kiies és mtsai., 2016). A
klasszikus hisztologiai kisérleteken tul (Clémengon és Emmett, 2004) uttéré modellé valt
a reverz genetikai vizsgalatokhoz is, ugyanis egyike volt az elsé bazidiumos
gombafajoknak, amit sikerrel transzformaltak (Binninger ¢és mtsai.,, 1991). A
transzforménsok sziirését a auxotr6f mutans torzsek létrehozasa tette konnyebbé (Kiies,
2000). A C. cinerea volt az egyik els6 gombafaj, aminek elérhetévé valt a teljes
genomszekvencidja (Stajich €s mtsai., 2010), amit tovabbi atfogd genomikai €s
transzkriptomikai analizisek egészitettek ki (Krizsdn és mtsai., 2019; Muraguchi és
Kawagishi, 2015; Plaza és mtsai., 2014). A genetikai vizsgalatokhoz az AmutBmut #326-
os homokarion torzs terjedt el, ami mutacidkat hordoz a parosodashoz kompatibilis térzs
felismeréséhez sziikséges Un. 4-, és B-faktorokon (Pardo €s mtsai., 1996; Muraguchi ¢és
mtsai., 2015). Ez lehetdvé teszi, hogy az AmutBmut #326 homokarion térzs 6nmagéban
képes legyen a termdtestképzésre, tovabbi kompatibilis homokarion tdérzzsel valo
parosodas nélkiil is, emiatt egyediil a AmutBmut #326 torzsben torténd modositassal meg

lehessen figyelni a termdtestben bekdvetkezd fenotipus-valtozasokat.

1.3.2. A termdtestképzés legfontosabb eseménye, a bazidiosporak kialakuldsa
A bazidiosporak a bazidiumos gombak elsddleges szaporitoképletei, igy 1étrehozasuk a
termoOtestképzeés végsd, egyben legfontosabb allomésa. A himenidlis tipust termdtestek

esetében a kiilonféle szerkezetii (pl. lemezes, csoves) hifaszervezddés, a trama feliiletén
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talalhat6 a termoréteget. A trdmak kiilonbozo tipusai akar huszszorosara is novelhetik a
termoréteg feliiletét (Fischer és Money, 2010).

A termdréteg a bazidiumok Osszessége, amiket a dikarion hifdk csucsi részén
talalhat6 sejtek hoznak létre. A probazidiumban megtorténik a két sziiléi sejtmag
Osszeolvadasa, a kariogamia, majd ezt koveti a haploid utdédmagokat eredményezd
meidzis a metabazidiumban. A meiodzist levezényld molekularis apparatus rendkiviil
konzervalt és a legfébb komponensei mar tobb, mint fél millidrd éve is jelen voltak a
gombékban (Burns és mtsai., 2010). A sporulécio részfolyamatait els6sorban aszkuszos
gombakban vizsgaltak, de bazidumos gombakban, koztiik a C. cinerea-ban is részletesen
dokumentalt (Anderson €és mtsai., 2012; Burns €és mtsai., 2010; Many és mtsai., 2009). A
C. cinerea meidzisa nagy hasonldésagot mutat mas, soksejtli eukaridta¢kkal, beleértve a
szinaptonémas komplex létrejottét a rekombinacid soran, az Mrel 1-fliggetlen kettds
DNS-szélhasitast és a kromoszomakaronként 4tlagosan egy kiazma meglétét, ami mentén
a nem-testvérkromatidak a keresztezodés kozben Osszekapcsoldodnak (Burns és mtsai.,
2010).

Citologiai szempontbdl a meiodzis 1. fazisat a kovetkezd 1épésekre oszthatjuk:
profazis (a kromoszémak kondenzalodnak, parba allnak és Iétrehozzak a szinaptonémas
komplexet), metafazis (a testvérkromatiddk az osztédasi ors6é egyenlitdi sikjdban
rendezddnek), anafazis (a testvérkromatidék elvalnak egymastdl €s a sejtek polusai felé
vandorolnak) és telofazis (a két sejtmag szeparalodik). A meidzis 1. fazisat kovetden a
két testvérsejtmagban megkezdddik az osztodas II. fazisa, ami C. cinerea-ban koriilbeliil
egy Ora alatt zajlodik le, hasonldan az I. fazishoz. A kromatidok szeparalodéasat kdvetden
a sejtmag tetrad a bazidium csucsi része fel¢ vandorol, amin mar megjelentek a szarvszerti
kitiiremkedések, a sterigmak, amik csucsain megkezdddik a spordk felfuvodasa. C.
cinerea-ban a haploid utddmagok a felfuvodo sporakba torténd vandorlasukat kovetden
még keresztiilmennek egy végsd, posztmeiotikus mitodzison (Kiies, 2000). A C. cinerea
bazidiumokon, hasonl6an a legtobb bazidiumos gombafajhoz, négy spora jon 1étre, de ez
mas fajokban jelentdsen eltérhet (pl. kétsporas csiperkénél (A. bisporus) kettd, mig
Phallus fajokban akar kilenc). A C. cinerea idealis modellnek bizonyult a sporaképzés
vizsgélatara is, mivel a sporulacid fejlédési stddiumai pontosan nyomonkdvethetdek és
részletesen dokumentaltak korabbi publikaciokban (Boulianne €s mtsai., 2000; Kiies és
mtsai., 2016), valamint egyetlen kalapjanak lemezein mintegy 107-10% darab bazidium

helyezkedik el (Raju és Lu, 1973), amik 60-85 %-a teljes szinkronban fejlédik (Kiies,
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2000), ezért az egyes stadiumokban lejatszodd folyamatok viszonylag jol elvalaszthatok

egymastol idoben.

1.3.2. A bazidiumos gombadk termdétestfejlodésében szerepet jatszo gének vizsgdlatinak

eszkozei

Az egyedfejlédés hatterében meghtzodd genetikai folyamatok feltardsdnak szamos
elterjedt moédja van. Egy-egy gén funkcidjanak meghatarozésa torténhet pl. génkiiitéssel,
amit a deléciés mutans fenotipizalasa kovet (reverz genetikai vizsgalat), vagy a vad
tipustdl eltéré fenotipust okozod mutacidt hordozd gén visszatérképezésével (forward
genetikai vizsgalat). Az egyes gének kozotti kapcsolatot kiillonbozd interakcids
vizsgélatokkal lehet feltarni (pl. élesztd két-hibrid rendszer, bimolekularis fluoreszcencia
komplementacid). Azonban, ha egy folyamatban résztvevd valamennyi gént egyszerre
akarjuk vizsgalni, akkor nagy ateresztoképességli eszk6zokhoz kell folyamodnunk,
kiilénb6z0, tn. “omikai” eszkdzoket hasznalva.

A rendszerbioldgia altal feldlelt “omikak™ egy organizmus vagy biologiai halozat
atfogo, nagyléptékll elemzését lehetdvé tevo technikak gyljtéfogalma, amik elterjedése
¢s a beldlik szdrmazo Oridsi adatbazisok forradalmasitottdk a fejlédésbiologiai
vizsgalatokat. A bioinformatikai eszkdzok segitségével a hipotézis-vezérelt megkozelités
helyett lehetdség nyilt a nagy mennyis€gii adatok alapjan a bioldgiai folyamatok kdzotti
Osszefliggések és mintdzatok vizsgalatara (Vailati-Riboni és mtsai., 2017).

Az egyedfejléddésben résztvevd gének azonositdsdnak egyik legkorszeriibb és
egyben leghatékonyabb moddja az  0j-generaciés RNS-szekvenalds alapu
transzkriptomikai analizis. A mintazott staddiumban talalhato teljes hirvivd RNS
(messenger RNA, mRNS) allomény leolvasasaval egy pillanatképet kaphatunk a vizsgalt
szovetben aktiv génekrdl, amik szerepet jatszhatnak az adott fejlédési stddiumban. A
leolvasott szakaszokat (read-eket) a genomi DNS-re térképezve megmondhato, hogy egy
adott gén milyen szinten expresszalodik, fejezodik ki.

Ezek az analizisek ezres nagysagrendii gént azonositottak bazidiumos
gombakban, amik expresszids dinamikdjuk alapjan szerepet jatszhatnak ebben a
folyamatban (Almasi és mtsai., 2019; Cheng és mtsai., 2013; Krizsan ¢és mtsai., 2019;
Nagy és mtsai., 2023). Azokat a géneket, amik legaldbb kétszeres expresszidszintet
mutatnak valamely, komplex soksejti fejlodési stadiumban az egyszerti soksejtii
vegetativ micélium stadiumhoz képest, “devreg” (developmentally regulated) géneknek

nevezziik Krizsan és mtsai. (2019) alapjan. Azonban kisérletes uton nagysagrendekkel
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kevesebb devreg gén funkcidja kertiilt leirasra. Egy gén lehetséges funkcidja elsésorban
reverz genetikai vizsgalatokkal hatdrozhaté meg, aminek egyik modja, ha a gént “kititik”,
vagyis olyan mutaciét hoznak létre benne, ami végsd soron az altala kodolt fehérje
hianyat okozza. Ez akar jelentOs fenotipusvaltozassal is jarhat a mutans organizmusban,
amibdl kovetkeztetni lehet a kilitdtt gén funkcidjara. A preciz, Ujgeneracios
genomszerkesztési technikakkal nagy hatékonysaggal és célzottan lehet j géneket kiiitni
a genombol, azonban a mutans torzsek szelekcidja mind a mai napig egy viszonylag
nehéz, munkaigényes folyamat a bazidiumos gombak esetében (Jan Vonk és mtsai.,
2019). Ennek oka az, hogy az tomldsgombakhoz képest a bazidumos gombakban a
homolog rekombinacié (HR)-alapi DNS-javitd atvonal nagyon alacsony aktivitast mutat
a nem-homolég végillesztés (NHEJ, non-homologous end-joining) Gtvonalhoz képest
(Ohm és mtsai., 2010). A HR soran, a DNS lancban tortént sériilést a hibajavitdo enzimek
allitjak helyre. A javitashoz a sériilt régiot egy templatrol, a homolég DNS szalrol
masoljak at. Ez a miikddési elv kihasznalhato j genetikai elemek célzott bevitelére. Ha
a genomi DNS-ben torténd célzott kettds szaltorést (pl. Cas9 endonukledz altal)
megel6zéen egy homolog karokat, illetve egy szelekcids markert tartalmazd javitod-
templatot visziink be, akkor HR esetén a kilitendd gén szekvencidjaban tortént sériilés a
javito-templat szerint kertil helyredllitasra és a kititendd gén helyére a szelekcids marker
¢épiil be. Ez végso soron lehetdve teszi a génkititdtt mutans torzsek szelekcidjat. Azonban,
mivel a HR-hibajavitads egy ritka esemény bazidiumos gombdkban, igy a szelekcios
kortilmények kozott felndvo transzformansok csak egy kis része valodi mutans (Ohm és

mtsai., 2010).

1.4. Funkcionalisan ismeretlen és annotalatlan gének

Az annotalatlan gének kodoljak a “sotét proteomot”, ami 0j funkcidval bird, még
ismeretlen géncsaladokat rejthet (Durairaj és mtsai., 2023). Annotalatlan alatt azokat a
géneket értjik, amik nem rendelkeznek semmilyen jellemzd konzervalt
doménszerkezettel, mig funkcionalisan ismeretlennek azokat a géneket tekintjiik, amik
ugyan homologiamodellezés alapjan rendelkeznek valamilyen konzervalt doménnel vagy
motivummal, de ezek még nem adnak elégséges informéciot a pontos funkcidjukra
vonatkozoan. Utdbbira példa az ismeretlen funkcioju doménekkel (DUF = Domain of
Unknown Function) rendelkezd fehérjék (Bateman és mtsai., 2010). Mig a Protein
Families (Pfam, 33.1-es verzid) adatbazisban taladlhato fehérjecsaladok 23 %-a

karakterizalatlan vagy DUF-ot tartalmaz (Mistry és mtsai., 2020), addig az InterPro
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domén adatbéazisban (97.0-4s verzid) az Osszes leirt doménstruktura 7.42 %-a DUF
(InterPro, 2023; Paysan-Lafosse ¢és mtsai., 2023). A genomszekvenalas elsé évtizede
robbanasszeri novekedést hozott a ismeretlen fehérjék jellemzésében, amivel az Un.
unknomika (az angol wumnknown ¢&s omika szavak Osszevonasabol szarmaztatva)
foglalkozik (Rocha és mtsai., 2023). Mostanra ezeknek a géneknek a funkcionalis
feltérképezésének iiteme lelassult, igy még a jol tanulméanyozott modellszervezetekben is
a fehérjék mintegy 20 %-a teljesen annotélatlan, igy nincs informécionk a lehetséges
biologiai szerepiikrdl (Wood és mitsai., 2019). A funkciondlisan ismeretlen é&s
annotalatlan gének aranya a gombagenomokban még magasabb, pl. ndvénypatogéneknél
a 70 %-ot is meghaladhatja (Huberman, 2021), de még a legismertebb gomba
modellorganizmus, a pékélesztd (Saccharomyces cerevisiae) génjeinek is koriilbeliil 15
%-a funkcionalisan karakterizalatlan (Pefia-Castillo és Hughes, 2007; Tantoso és mtsai.,
2023). Ahhoz, hogy teljesen megértsiik a bioldgiai rendszereket, fontos, hogy ezek
minden elemét feltérképezziik, kivaltképp az egyes éldlénycsoportokban konzervalt,
funkcionalisan ismeretlen ¢és annotalatlan géneket, amik eddig nem ismert

¢letfolyamatokban vehetnek részt.

1.4.1. A termdotestfejlodés sordan feliilexpresszalodo konzervilt funkciondlisan
ismeretlen és annotdlatlan gének

Az Agaricomycetes osztaly recens képviseldinek kozds 6se mar feltehetéen
rendelkezhetett a termotestképzéshez sziikséges, magasan konzervalt alap genetikai
eszkoztarral. Nagy és mtsai. (2023) 12 bazidiumos gomba genomjat és termdotestfejlodési
transzkriptomikai adatsorat Osszevetve Osszesen 1410 konzervalt, a termdtestfejlodés
soran feliilexpresszalodo devreg gént talaltak a C. cinerea genomjaban. Ezek kozott 176
funkcionalisan ismeretlen és 158 annotalatlan ortocsoport volt (Nagy és mtsai., 2023).
Ezek a konzervalt annotalatlan devreg gének kifejezetten érdekesek, mert olyan altalanos
folyamatokban ¢és jelatviteli itvonalakban vehetnek részt a termdtestképzés soran, amik

eddig még nem ismertek.

1.4.2. Prediktadlt 7-transzmembrdn fehérjék lehetséges szerepe a termdétestképzésben

Az egyedfejlddés soran a termdtestek kialakuldsanak pontos 1d6- és térbeli lefutasdhoz
elengedhetetlen a sejtek kozotti kommunikacio, az egyedfejlédés szabalyozasa és a
kornyezet komplex érzékelése, ami sejtfelszini receptorok és sejten beliili jelatviteli

utvonalakon keresztiil valésul meg. A legnagyobb sejtfelszini receptorcsaladot a G-
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fehérje kapcsolt receptorok (G-protein coupled receptor, GPCR) alkotjak. Strukturalisan
a GPCR-ek hét transzmembran (7TM) doménbdl épiilnek fel. Az extracellularis ligand
bekotddve a GPCR ligand-kotd zsebébe eléidézi a GPCR intracellularis, C-terminalis
végéhez kotddd heterotrimer G-fehérje komplex a-alegységében a GDP GTP-re vald
transzdukcios Utvonalak aktivalodnak vagy inaktivalédnak (Hilger és mtsai., 2018).
Szekvencia és funkciondlis hasonloésaguk alapjan tobb csoportositasi rendszer is 1étezik a
GPCR-ek osztalyozéasara, amik koziil a legelterjedtebb a GRAFS rendszer (a GRAFS
mozaiksz6 az altala magaba foglalt GPCR-csaladok kezddbetiiibdl tevodott Ossze:
Glutamat-, Rodopszin-, Adhézids-, Frizzled-, Szekrécios-receptorok) (Bjarnadottir €s
mtsai., 2010). A GPCR-eknek alapvetd szerepiik lehetett a komplex strukturdk
kialakuldsaban, mivel a soksejtii allatok torzsfejlédésével parhuzamosan a genomjaikban
kodolt GPCR-gének szama is megsokszorozdodott (de Mendoza és mtsai., 2014). Ez alol
kivételt képeznek a soksejtli gombdk, amiknél a jelenlegi osztalyozasi rendszerekbe
becsoportosithatd GPCR-ek szadma csupan a toredéke az dallatok gazdag
receptorrepertoarjanak. Mig allatokban a GPCR-ek szama szazas nagysagrendii, addig
gombékban, — még a legkomplexebb szervezddésii fajokban is, — 20 alatti, amik koziil
egyediil a gomba parosodasi feromonreceptorok mutatnak konzervaltsagot a gombak
csoportjaban (Kiss ¢és mtsai.,, 2019). Mivel a komplex soksejtii strukturakbol allo
termotestek szervezddési szintje 0sszemérhetd az egyszerlibb testfelépitéssel rendelkezd
allatokével, igy valoszinli, hogy a gombdk az eddig ismertnél sokkal gazdagabb
sejtfelszini receptor-diverzitdssal birnak, amire Brown és mtsai. (2018) mutattak ra.
Munkéjuk soran osztalyoztak a gomba GPCR-eket ¢és az altaluk klasszikus GPCR-eknek
definialt receptorok mellett [STE2 (csak tomlosgombaknal) és STE3 feromon-,
szénforras-, nitrogénforrds-, cCAMP- és mikrobidlis opszin-receptorok] tovabbi, akar
szazas nagysagrendll prediktalt hét transzmembran fehérje (p7TMP) repertoar meglétét
mutattdk ki a hifas szervezddésii tomlésgomba-fajokban, amik szekvenciamodellezés
alapjan nem sorolhatdak a klasszikus GPCR-ek koz¢, igy ezeket nem-klasszikus GPCR-
ekként jellemezték a szerzOk. Ellenben, a szerkezeti becslésekkel az élesztégombak
genomjaiban nem taldltak tovabbi, érdemi szamu p7TMP-t kodold gént a klasszikus
GPCR pérosodasi feromon-receptorokon til (Brown és mtsai., 2018). Ebbdl kiindulva
felmeriil az eddig nem vizsgalt kérdés, hogy a hifas tomlésgombékhoz hasonldéan a

bazidiumos fajok is rendelkeznek-e egy hasonld nagysagrendli, p7TMP repertoarral?
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2. Ceélkituzések

A doktori munkam {6 célja volt a termdtest-inicidcio €s sporaképzés transzkriptom-alapu
vizsgélata, valamint a feltart expresszios dinamikdk alapjan az ezekben a
folyamatokban résztvevd, magas szinten konzervalt annotélatlan és ismeretlen funkcidju
gének karakterizaldsa reverz genetikai analizissel Coprinopsis cinerea modell gombéban.
A dolgozat két nagy részre tagolddik, amiken beliil a konkrét célkittizések a kovetkezok

voltak:

1. Prediktalt 7- transzmembran fehérjéket kodold konzervalt gének vizsgalata:

% A p7TMP repertoar meghatarozasa a C. cinerea bazidiumos modellgombaban.

% Harom termdtest-specifikus, konzervalt p7TMP karakterizalasa reverz genetikai
analizissel.

¢ A differenciélatlan termétesteket képzo egyik p7TMP delécidos mutans, a Asnbl
részletes fenotipizalasa, valamint a termdtestiniciacidban ¢és szdveti
differencidcioban résztvevo gének meghatarozasa az snb/ deléciés mutans €s vad

tipusu torzsek transzkriptom-alapu 6sszehasonlitasa altal.

2. A spoéraképzésben részt vevd gének vizsgalata:

¢ A spéraképzés meiotikus és posztmeiotikus folyamatait egyarant lefed6 fejlodési
stadiumok i1d6beni vizsgalata és az egyes stddiumokban szignifikans expresszios
kiilonbséget mutatd gének meghatarozasa RNS-szekvenalassal.

% Az ipari termesztésbe bevont fajokban is jelenlévd, a sporaképzés soran
felilexpresszalodd konzervalt, annotdlatlan vagy ismeretlen funkcidju gének

karakterizalasa reverz genetikai analizissel.
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3. Anyagok és Modszerek

3.1. Hasznalt tapkozegek, torzsek és tenyésztési koriilmények

3.1.1. Tapkizegek és pufferek

3.1.1.1. Mikrobioldgiai tapkozegek:

2
L ¥4

4

Luria-Bertani tapleves/taptalaj (Luria-Bertani broth/agar, LB): 10 g/l tripton,
2 g/l éleszto kivonat (Molar), 10 g/l NaCl (Molar), taptalaj esetében 20 g/l agar.

Szalma-korpa tapkozeg: 19,5 g ledaralt szalma, 6,5 g bazakorpa, 60 ml
desztillalt viz. A szalmat és a buzakorpat dsszekeverve, a desztillalt vizzel
benedvesitettiik és fozopoharban sterilre klavoztuk.
Elesztokivonat-maltéz-gliikoz taptalaj/tapleves (Yeast Extract-Maltose-
Glucose medium, YMG): 4 g/l élesztd kivonat (Molar), 10 g/l maléata kivonat
(Biolab), 4 g/I gliik6z (Molar), taptalaj esetében 10 g/l agar (Molar), desztillalt
vizzel 1 literre kiegészittiik.
Csokkentett gliikoz tartalmu élesztékivonat-maltoz-gliikoz taptalaj/tapleves
(Yeast Extract-Maltose-halved Glucose medium, YMGy2): 4 g/1 élesztokivonat,
10 g/l malatakivonat (Biolab), 2 g/l gliikkoz (Molar), 10 g/l agar (Molar),
desztillalt vizzel 1 literre kiegészittiik.
Szulfatos csokkentett gliikkoz tartalmu élesztékivonat-maltoz-glitkoz
taptalaj/tapleves (Yeast Extract-Maltose-halved Glucose medium, YM G2 with
sulphates): 1 liter YMG1,2-hez sziikséges szarazanyaghoz 10 ml 20 mM réz-
szulfatot (3,19 g/l CuSOy4) és 10 ml 20 mM magnézium-szulftot (2,41 g/l
MgS0O4) adunk, majd desztillalt vizzel 1 literre kiegészitjiik.
Malatas tapleves/taptalaj (Malt Extract Agar medium, MEA): 20 g/
malatakivonat (Biolab), 0,5 g/l élesztékivonat (Molar), taptalaj esetében 15 g/l
agar (Molar).
Regeneracios taptalaj: 172 g/l szukroz, 5 g/l keményité (Molar), 2 g/l L-
aszparagin, 10 g/l agar, 25 ml A oldat, 1 ml B oldat, 10 ml C oldat.

> A oldat: 40 g/l KH2POs, 90 g/l NaaHPO4, 11,6 g/l NaxSO4, 20 g/1

ammoOnium-tartarat.
> B oldat: 40 g/l tiamin, sterilre szlirve.

> C oldat: 25 g/l MgSO4x7H20 (Molar).
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% Fries taptalaj: 760 ml Fries A oldat, 40 ml Fries B oldat, 10 g/l agar, 200 ml 10
%-os gliikdz oldat
> Fries A oldat: 2 g/l L-aszparagin, 0,5 g/l NHg-tartarat, 1 g/l KH2POs,
2,25 g/l NaHPOs4, 0,28 g/l Na>SO4, 100 pg/L tiamin-HCI, 5 mg/l PABA?
> Fries B oldat: 100 mg/l CaCl,, 410 mg/l MgClbx6H»0, 5,31 mg/I vas-
citrat, 5,31 mg/I citromsav, 4,43 mg/l MnSQOs, 4,05 mg/l ZnSO4x7H>0O
> 10 %-os gliikoz oldat: 100 g/1 gliikoz, kiilon hdvel sterilizalva.

3.1.1.2. Mikrobioldgiai pufferek:
< Spora szuszpendalo6 puffer: 100 ul/l Tween 20 (Gerbu).
< Bakterialis lizis puffer: 0,5 ml 1 M Tris, 100 pl 0,5 M EDTA (Sigma-Aldrich),
25 ul 2 %-os TritonX-100 (Molar), 49,4 ml desztillalt viz.
3.1.1.3. Gomba transzformalas soran alkalmazott oldatok:
< MM-oldat: 10 ml 1 M mannitol oldat, 5 ml 0,2 M Na-maleat oldat, 5 ml
desztillalt viz.
< MMC-oldat: 10 ml 1 M mannitol oldat, 5 ml 0,2 M Na-maleat oldat, 4,5 ml viz,
0,5 ml 1 M CacCl; oldat.
s PEG/CaCl2: 40 ml viz, 10 g PEG-4000 (Sigma-Aldrich), 400 pl 1 M Tris-HCI
oldat (pH: 7,5), 2 ml 1M CaCl; oldat.
3.1.1.4. Tovabbi, a gombaszovetek fixalasahoz, mosasahoz és festéséhez
alkalmazott oldatok
« Kongovordss oldat: 50 ml 0,25 M NaOH (1 %), 50 mg Kong6voros
s Farmer’s fixalo oldat: 25 ml jégecet, 74 ml abszolut etanol, 1 ml B-merkapto-
etanol (Sigma-Aldrich).
< PBS-oldat: 1 M KH>PO4, 1 M K>;HPO4, 9 g NaCl, kiegészités 1000 ml
desztillalt vizre.
3.1.1.5. Molekularis biologiai pufferek és reakcioelegyek:
% 5x Gibson Mix: 3 ml 1 M Tris-HCI (pH: 7,5), 300 ul 1 M MgClp, 600 ul 10
mM dNTP mix (Thermo Scientific), 46,3 mg DTT (Thermo Scientific), 20 mg
NAD (Sigma-Aldrich), 1,5 g PEG-8000 (Sigma-Aldrich), steril desztillalt vizzel

6 ml végtérfogatra kiegészittiik.

3 PABA auxotrof vad tipusti C. cinerea AmutBmutl t6rzs esetén sziikséges
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% 1,33x Gibson Assembly Mix: 320 pl 5x Gibson Mix, 80 ul (40 U) Phusion
(NEB), 1,2 ul (12 U) TS5 exonukleaz (NEB), 160 ul (6400 U) Taq ligaz (NEB),
10 ul ET SSB (single-strand binding protein, egyszali DNS-koto fehérje)
(NEB), steril desztillalt vizzel valo kiegészités 1,2 ml végtérfogatra.
Felhasznalasi térfogat: 7,5 pl.

«» Cas9 reakcié puffer: 20 mM HEPES (pH: 7,5), 150 mM KCI, 10 mM MgCl,,
0,5 mM DTT (Thermo Scientific)

3.1.2. Torzsek

A C. cinerea AmutBmutl gombatérzsben torténd génkiiitéshez sziikséges javito-
templatot hordozo6 vektorokat E. coli NEB5a bakteridlis torzsben szelektaltuk, tartottuk
fenn és szaporitottuk fel. A hasznalt torzseket, illetve ezek fenntartasahoz sziikséges

koriilményeket alabb ismertet;jiik.

3.1.2.1. Escherichia coli - A klonozasi lépésekhez ¢és a vektor fenntartasara - €s
felszaporitasdhoz az E. coli NEB5a torzset hasznaltuk, amit LB taptalajon ndvesztettiink
fel 37 °C-on. A bakteridlis transzformalas részletes protokolljat a 3.2.2.1. fejezetben
ismertetjiik. A transzformans E. coli sejteket 100 pg/ml ampicillin-tartalmi LB téptalajon

novesztettiik 37 °C-on, 16 6ran at.

3.1.2.2. Coprinopsis cinerea - A munkank soran a p-aminobenzoat (PABA) auxotrof
homokarion C. cinerea AmutBmutl pabl-1 #326 torzset hasznaltuk. Azért valasztottuk
ezt a torzset modelliil, mert a parosodasi faktorokban tortént mutacidé miatt kompatibilis
homokarion térzzsel val6 keresztezés nélkiil is képes termdtestet hozni, igy a géndelécios
kisérleteket elegendd egyetlen torzson elvégezni. Tovabbi eldonye, hogy a PABA
auxotrofia miatt, a vad tipusu torzsek nem novekednek PABA nélkiili minimal taptalajon,
azonban a pabl gént hasznalva szelekcidos markerként a mutansok minimal taptalajon is
fenntarthatoak. A C. cinerea torzseket YMG taptalajon novesztettiik és tartottuk fent, 28

°C-on sotétben nevelve a kultarakat.
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3.2. CRISPR-Cas9 alapu génkiiités

3.2.1. A gRNS tervezése

A crRNS tervezéséhez az sgRNAcas9 (verzid: 3.0.5.) (Xie és mtsai., 2014) szoftvert
hasznéltuk. A C. cinerea AmutBmutl?* torzs referencia genomjat a JGI adatbazisbol
toltottik le  (Copci AmutBmutl GeneModels FrozenGeneCatalog 20160912.fasta)
(Muraguchi és mtsai., 2015). A kilitendd gén exon régioira specifikus PAM (protospacer
adjacent motif) szekvencia (NGG: barmilyen nukleotid, guanin, guanin) és az azt
megeldzd protospacer (20 bp) szekvencia ugy lett kivalasztva, hogy a lehetd legkisebb
es¢llyel tudjon a genom mas részeibe bekotddni, ezaltal minimalizalva a célzott génen

kiviili hasitas lehetdségét.

3.2.2. A javito-templdt és RNP-komplex létrehozdsa
A tervezett javito-templat minden esetben tartalmazta a Cas9 hasitohely koriili genomi
régidkat (upstream és downstream homoldg karok) és a pozitiv szelekcidés marker gént

(pabl), ami lehet6vé teszi a homolog rekombinans mutdnsok késdbbi szelekcidjat (1.

abra).
gRNS
f—Aﬁ
i tracRNS
Cas9
Cas9 hasitéhely ? |
C. cinerea gDNS h Zcélgén
| — AERRRARRRRIRRA AR RRARARRARRRAAD]
upstream homolog kar pab1 downstream homolog kar
javito-
templat pUC19 plazmid

1. abra: A CRISPR-Cas9 medialta kettés DNS-szaltorés €s a sériilt szakasz helyére homolog rekombinacié
altal beépiild javito-templat sematikus abraja. Az abran az RNP-komplexet ollo jelképezi. Az abra a
BioRender.com oldal segitségével késziilt.

3.2.2.1. A javito-templatot hordozo vektor épitése, baktériumba valé

transzformalasa és ellendrzése - A javito-templat alapjaként a pUC19 vektor szolgalt.

* A C. cinerea AmutBmutl torzshoz tartozé JGI fehérjeazonositokat a dolgozatban ,,CopciAB”-ként
tiintetjiik fel.
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A homolog karokként a Cas9 hasitohelytdl -10 bp €s +10 bp tavolsagra esd, koriilbeliil
ezer bazispar hosszu gDNS-szakaszok szolgaltak. Pozitiv szelekcids markerként a vad
tipusu C. cinerea pabl gént alkalmaztuk, amit a pMA412-es plazmidrol amplifikaltunk
fel (Schmieder és mtsai., 2019). A javito-templatot tartalmazé vektort Gibson Assembly
reakcioval épitettiik fel (Gibson és mtsai., 2009), az ehhez sziikséges, fragmentumok
kozotti atfedd szakaszokat tartalmazd Gibson-primereket a SnapGene (verzio: 4.3.11)
szoftverrel terveztiik meg. Az alkalmazott primerek és ezek szekvencidi a 1. fiiggelékben
talalhatdak. A fragmentumokat magas atirasi hliségli Phusion Plus Hot Start II
polimerazzal (Thermo Scientific) amplifikaltuk a gyartd utasitasait kovetve. A Phusion
Plus-t 2x Green Master Mix tartalmazta. Az 50 pl végtérfogati PCR reakcidelegy
esetében a 10 uM forward és reverz primerekbdl 2,5 pl-t adtunk, és < 10 ng plazmidot
vagy < 100 ng genomi DNS-t (gDNS) hasznaltunk templatként.

A PCR koriilményei a kovetkezdk voltak:

98 °C - 30 mp 1 ciklus elddenaturalas

98 °C - 10 mp denaturalas

60 °C - 10 mp 38 ciklus primer-kotodés

72 °C - 30 mp/1 kb lancszintézis
72°C-5p 1 ciklus veégso lancszintézis

Az amplikonokat gélelektroforézissel valasztottuk el (110 V, 35 perc). 100 ml 1 % (m/v)
agardz gélhez 10 pl SYBR Safe (Thermo Scientific) interkaldld festéket adtunk.
Molekulastly markerként 1 kb DNS Iétrat (GeneRuler 1kb, Thermo Scientific)
alkalmaztunk. Az elvalasztott amplikonokat Uvidoc HD6 (Uvitec, Cambridge)
géldokumentald rendszer segitségével tettiik lathatova.

A fragmentumokat QlAquick Gel Extraction Kit-tel izolaltuk (Qiagen) és
NanoDrop 2000-vel (Thermo Scientific) kvantifikaltuk. A Gibson-reakcidhoz sziikséges
modositott enzimkoktélt Rabe és Cepko (2020) altal leirt mddszer alapjan készitettiik el.
A reakciohoz sziikséges linearizalt vektort és a fragmentumokat 1:6 molaris aranyban,
0sszesen maximum 30 fmol mennyiségben adtuk 2,5 pl végtérfogatban a 7,5 ul Gibson
Assembly Mix-hez, majd pedig 1 oran keresztiil 50 °C-on inkubaltuk. Ezt kovetden a
Gibson reakcidelegyet rogton felhasznaltuk az E. coli-ba torténd transzformalashoz.
Ennek soran 50 pl, jégen tartott E. coli kompetens sejtkultirdhoz 5 pl Gibson
reakcidelegyet adtunk, majd 10 percig jégen inkubaltuk. Ezt kovetden a sejteket 2 percig
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42 °C-on hdsokkoltuk, majd fél percig visszahelyeztiik jégre. Ezt kvetden a sejteket 950
ul SOC folyadékba (New England Biolabs) szuszpendaltuk és 100 pg/ml ampicillin-
tartalmtl LB téptalajt tartalmazo Petri-csészére szélesztettiik ki, amit 37 °C-on, 16 6ran
keresztiil inkubaltunk. A megjelend telepeket 100 png/ml ampicillin-tartalmu LB taptalajt
tartalmazo Petri-csészére oltottuk at, amiket 37 °C-on, 16 oran keresztiil inkubaltunk. Az
inkubacios 1d0 letelte utan kolonia-PCR-t végeztiink a sikeres transzformalas és vektor-
Osszeszerelddés ellendrzésére: Az E. coli telepeket bakteridlis lizispufferben feltartuk (95
°C, 5 perc), majd PCR-t mértiink 0ssze az upstream homolog kar forward és downstream
homolog kar reverz primereivel, Phire Hot Start Il polimerazzal (Thermo Scientific) a
gyartd utasitasait kovetve. A Phire polimerazt 2x Green Master Mix formajaban
hasznaltuk. A 16 ul végtérfogati PCR reakcioelegy esetében 10 uM-ra kihigitott forward
¢és reverz primerekbdl 0,5 pl, és < 10 ng plazmidot hasznalva vagy < 100 ng gDNS-t
hasznalva templatként. A primer-kotodési hémérséklet primer paronként valtozott, a
primerek becsiilt bekotddési hdmérsékletéhez (Tm) képest 3 °C-kal magasabb volt. Az
alkalmazott primerek és ezek szekvenciai az 1. fiiggelékben talalhatoak.

A PCR koriilményei a kovetkezok voltak:

98 °C - 30 mp 1 ciklus elddenaturalas

98 °C-5mp denaturalés

Tm+3 °C - 5 mp 38 ciklus primer-kotddés

72 °C - 15 mp/1 kb lancszintézis
72°C-1p 1 ciklus veégso lancszintézis

Az amplikonok elvalasztasa a korabban leirtak szerint tortént. A kolonia-PCR alapjan
megfelelden felépiilt vektorokat tartalmazé E. coli telepeket 10 ml LB tapfolyadékban
novesztettiik fel (37°C, 16 o6ra, 110 rpm) plazmid kivonashoz. A plazmid kivonas a Mini
Plus Kit-tel (Viogene) a gyartd utasitisainak megfelelden tortént. NanoDrop 2000
kovetden a javito-templatot hordozod vektort szekvendlassal ellendriztiik (Eurofins

Genomics; Ebersberg, Németorszag ).

3.2.2.2. A javito-templat elokészitése a transzformalashoz - A C. cinerea
transzformalashoz linearis vagy cirkulédris javito-templatot alkalmaztunk. Linedaris

templat esetén a Mini Plus Kit-tel (Viogene) izolalt plazmidrol tortént az amplifikaciod
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Phusion Plus polimerazzal, a 3.2.2.1. fejezetben leirt PCR koriilmények szerint, az
upstream homolog kar forward, illetve a downstream homoldg kar reverz primereivel. A
fragmentumokat QlAquick Gel Extraction Kit-tel izolaltuk (Qiagen) és NanoDrop 2000
spektrofotométerrel (Thermo Scientific) kvantifikaltuk.

Cirkularis javito-templat esetében az Osszeszerelt plazmidot tartalmazo E. coli
torzset 200 ml 100 pg/ml ampicillin-tartalmua LB taplevesben szaporitottuk fel (37 °C, 16
ora, 110 rpm) plazmid izolalashoz. A nagy mennyiségli plazmidkivonas a NucleoBond

Xtra Midi Kit-tel (Macherey-Nagel) a gyart6 utasitasainak megfelelden tortént.

3.2.2.3. Az RNP-komplex létrehozasa — Az RNP-komplex 1étrehozasahoz sziikséges
tractRNS ¢és a crRNS szintézisét az Integrated DNA Technologies (Coralville, IA,
Egyesiilt Allamok) végezte. Ennek soran, a gyarto utasitasainak megfeleléen 1,2 - 1,2 pl,
20 uM tracrRNS-t és crRNS-t 9,6 ul duplex pufferhez (Integrated DNA Technologies)
adtuk hozza, amit 5 percen keresztiil 95 °C-on inkubaltunk, majd szobahémérsékletiire
hiitéttiink le. Ezt kovetden tovabbi 0,5 pl duplex puffert, 1 ug TrueCut HiFi Cas9 enzimet
(Invitrogen) és 1,5 ul Cas9 reakcidpuffert (Liang és mtsai., 2018 alapjan, osszetételt 1asd
3.1.1.3. fejezet) adtunk az elegyhez, amit 15 percig 37 °C-on inkubaltunk. Ezutan az

elegyet jégen tartottuk felhasznalésig.

3.2.3. PEG-alapu transzformalas C. cinerea-ban

3.2.3.1. Protoplasztképzés - C. cinerea protoplasztok képzéséhez oidiumbdl csiraztatott
fiatal micéliumot hasznaltunk. Az oididltatdshoz a C. cinerea-t YMG taptalajon
tenyésztettiik 37 °C-on, 6 napon keresztiil folyamatos megvilagitas mellett. A tenyészetre
2 ml 0,01 % Tween 20 oldatot mértiink, majd spatula segitségével lekapartuk az
oidiumokat a micélium felszinérdl. Az egy csészérdl szarmazd oidiumszuszpenziot 40
pm porusatmérdjii sejtsztirével (VWR) vélasztottuk el a micéliumtérmeléktdl. Az igy
nyert tiszta oidiumszuszpenziot 50 ml YMG taplevesbe oltottuk. A tenyészetet 120 rpm-
en razatva, 37 °C-on inkubaltuk 24 6ran keresztiil. A csirdz6 oidiumokat 5 perc 2600 x
g-n torténd centrifugalassal gyljtottiikk dssze. A friss micéliumot sterilre sziirt, 2 %-os
VinoTaste Pro (Novozymes) tartalmu MM-pufferbe szuszpendaltuk és 60 rpm-en razatva
37 °C-on inkubaltuk 3-4 6ran keresztiil a protoplasztok megjelenéséig. A protoplasztok
megjelenését fénymikroszkoppal ellendriztiik. A protoplasztképzést 25 mM CaCly
oldattal allitottuk le. A protoplasztokat 40 pum porusatmérdjii sejtsziiron (VWR)

eresztettiik at annak érdekében, hogy megszabaduljunk a micéliumtérmeléktdl. Az igy
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nyert tiszta protoplasztokat centrifugalassal gytijtottiik 6ssze (10 perc, 4 °C, 640 x g) és
5 ml MMC pufferben 6vatosan felszuszpendaltuk. Egy ujabb centrifugalasi 1épést
kovetden (10 perc, 4 °C, 640 x g) az dsszegyljtott protoplasztokat MMC pufferbe vettiik
fel és a transzformélashoz 10° - 107/100 pl sejtszamra higitottuk ki MMC pufferben. Az

igy elOkészitett protoplasztokat a transzformalasi folyamat megkezdéséig jégen tartottuk.

3.2.3.2. Transzformalas - A protoplasztok transzformalasahoz egy PEG/CaClz-alapi
modszert alkalmaztunk, Dornte és Kiies (2012) alapjan. Ennek soran 100 ul protoplaszt-
szuszpenzidhoz 25 pl PEG/CaCly oldatot, 1 pg DNS javito-templatot és 15 ul RNP-
komplexet adtunk. Kiegészitve Dornte és Kiies eredeti protokolljat, utolsé 1épésként 1 pul
1 %-o0s Triton X-100-et adtunk az elegyhez, ami a sejtmembran-permeabilitast ndvelve
eldsegiti az RNP-komplex és a javito-templat sejtbe vald bejutasat (Zou és mtsai., 2021).
A transzformalé elegyet 30 percig jégen tartottuk, majd 500 pl PEG/CaCl; oldatot adtunk
hozza és 10 percen keresztiil 25 °C-on inkubaltuk. Az igy kezelt protoplasztokat dvatosan
Osszekevertiik 5 ml MM-pufferrel és 40 °C-os PABA-nélkiili regeneracios taptalajhoz
adtuk. Ebbdl az oldatbol 2,5 - 2,5 ml-t négy PABA-nélkiili regenerdcios taptalajra
rétegeztiikk, amiket 37 °C-on, 3-4 napon at inkubdltunk a transzformans telepek
megjelenéséig. A PABA prototréf transzformans telepeket PABA-nélkiili minimal
taptalajra oltottuk tovabb.

3.2.4. A mutans gombatorzsek azonositdsa és izoldldsa

3.2.4.1. Gomba kolonia-PCR - A génkiiités sikerességét kolonia-PCR-rel ellendriztiik.
A gDNS-kivonast Dornte és Kiies (2013) altal leirt modszer alapjan végeztiik el. Ehhez
egy gombostlinyi micéliumot 100 pl steril vizbe szuszpendaltuk, amit mikrohullamt
siitdben melegitettiink (700 W, 1 perc), majd vortex segitségével homogenizaltuk. Az
elobb leirt folyamat megismétlése utdn a gDNS kivonatot -20 °C-ra helyeztiik 20 percre.
A PCR 0Gsszemérése eldtt a mintat felolvasztottuk és a PCR elegyhez 0,3 pl-t adtunk a
gDNS kivonatbol templatként. A kolonia-PCR-t Phire polimerazzal (Thermo Scientific)
végeztiik el, a homolog karok végeitdl 100-300 bp-ral kiviil elhelyezkedd kiilsé ellendrzo
primerekkel €s a javitotemplaton beliil elhelyezkedd pabl génre specifikus primerekkel,
a 3.2.2.1. fejezetben leirt reakciokoriilmények szerint. Homoldg rekombinécid vagy a
javito-templat Cas9 hasitohelyére torténd beépiilése esetén csak a mutans koloénidkbol
kivont gDNS-rdl vartunk PCR-terméket. Azért valasztottuk ezt az ellendrzd stratégiat a

két kiilsd ellendrzd primer helyett, mert utobbiak haszndlatdval a mutansok esetében a
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PCR-termék mérete til nagy lehet és nem minden esetben miikodik ezek amplifikalasa.

Az ellendrzéshez hasznalt primerek és ezek szekvenciai az 1. fiiggelékben talalhatoak.

3.2.4.2. Tiszta torzsek izolalasa oidialtatassal - A PCR alapjan mutans és vad tipusu,
kevert torzseket oididltatassal izolaltuk. Az oidialtatashoz a kevert C. cinerea-t torzset
elétenyésztettiik YMG taplemezen 37 °C-on, 6 napon keresztiil, folyamatos megvilagitas
mellett. Az inkubaciés id6 letelte utan 2 ml spora szuszpendald puffert mértiink a
tenyészet felszinére amibe egy spatuldval lekapartuk az oidiumokat a micélium
felszinérol. Tiszta torzsek izolalasa érdekében az oidiumszuszpenziot olyan mértékben
higitottuk ki, hogy minimal taptalajra leoltva csészénként maximum 10 telep legyen
képes felndni. A telepek inkubdlast (2 nap, 37 °C) kovetden valtak lathatova és
izolalhatova. A felndtt telepek tisztasagat kolonia-PCR-rel ellendriztik a 3.2.2.1.

fejezetben leirtak alapjan.

3.2.5. Génkomplementalds

Génkomplementalashoz elészor a komplementald-vektort épitettiik fel a 3.2.2.1 fejezet
alapjan annyi valtoztatassal, hogy a kilitott gén végeitdl szamitott, koriilbeliil 1000-1000
bp-ra elhelyezkedd primerekkel a vad-tipusu gDNS-rdl szaporitottuk fel a nativ gént,
tovabba annak promoterét és terminatorat tartalmaz6 homoldg karokat. Az alkalmazott
primerek és ezek szekvenciai az 1. fiiggelékben talalhatéak. A fragmentumokat pUC19
linearizalt vektorba ¢épitettiik Ossze Gibson Assembly-vel. Az ellen6rzd ¢és
vektorszaporitasi 1épéseket kdvetden a mutans torzset a 3.2.3.2.-es fejezetben leirtak
szerint transzformaltuk annyi valtoztatassal, hogy RNP-komplexet nem adtuk a
transzformalo elegyhez, csak a komplementalo-vektort. A hdsokkot kovetden, a
transzformalt protoplasztokat 2 ml MM pufferbe vettik fel, majd 500-500 pl
szuszpenziot szélesztettiink PABA-nélkiili regeneracios taptalemezre, amit 37 °C-on
inkubaltuk 16 oran keresztiil. Az inkubaciot kovetéen 5 ml 600 pl/ml higromicin B-
tartalmu kézmeleg regeneracids taptalajt rétegeztiink a taplemezre, amit 37 °C-on 3-4
napig tovabb inkubdltunk a transzforméans telepek megjelenés€ig. A megjelent telepeket

PABA-nélkiili minimal taptalajra oltottuk tovabb.

28



3.3. Mutans fenotipizalas

3.3.1. Szinkronizalt termétestképzés

Szinkronizalt termdtestképzéshez a C. cinerea kultirdkat YMGi», agar lemezen
novesztettiik 6 napon keresztiil 28 °C-on sététben, amig a telep széle kozel el nem érte a
Petri-csésze peremét, majd pedig 2 oOra iddtartamra fényre helyezve indukaltuk a
termoOtestképzést. Ezt kdvetden 12 oras fény/sotét ciklusokat alkalmazva novesztettiik

tovabb a tenyészetet 28 °C-on, 80 %-o0s paratartalom mellett.

3.3.2. Termotestképzés szulfdtos taptalajon

A C. cinerea kultarakat 250 ml-es Erlenmeyer lombikban 1év6, 0,2 mM CuSOs-val és
0,2 mM MgSOs-val kiegészitett 50 ml YMG,2 agar lemezekre oltottuk le és neveltiik a
szinkronizalt termétestképzéshez sziikséges koriilmények mellett (lasd a fenti 3.3.1

fejezetet) nagyobb szamu termétestet tudtunk képeztetni (Navarro Gonzalez, 2008).

3.3.3. Micélium novekedési rata meghatdarozdasa komplett, szén- és nitrogénhidanyos
taptalajon

A vad tipust és a mutans torzsek micéliumanak novekedési ratajanak meghatarozasara
komplett YMG-t, komplett Fries taptalajt és szénforras (glilkoz) vagy nitrogénforras
(ammonia-tartarat, aszparagin) nélkiili Fries taptalajokat hasznaltunk. Minden taptalaj-
tipus szerint torzsenként 6-6 parhuzamos, ismételt leoltast végeztiink el. A taplemez
kozepére egy 5 mm atmérdjlii micélium korongot helyeztiink, amit 28 °C-on 6 napon at
novesztettiink. A telepatmérdt 24 oranként lemértiik, amibdl meghataroztuk a micélium
novekedési ratajat. A vad tipusu €s mutans torzsek kiillonbozo taptalajokon megfigyelt
novekedési ratai  kozti kiilonbség mértekét kétszempontos-varianciaanalizissel
(ANOVA) hatéroztuk meg a JASP (verzi6: 0.17.1) szoftver alkalmazédsival (JASP,
2023).

3.3.4. Micélium tomegének meghatdarozdasa komplett taptalajon

A vad tipust és a mutans torzsek micéliumtdmegének meghatarozdsahoz 5 mm atmérdji
micélium korongot helyeztiink rd elézetesen lemért tomegli, celofannal boritott YMG
taplemezre, majd 28 °C-on novesztettik 6 napon at. Torzsenként 5-5 parhuzamos
ismétlést végeztiink el. Ezt kovetden lemértiik a micélium nedves tomegét a celofdnnal
egylitt, levonva beldle a celofin eldzetesen lemért tomegét. A micélium szaraz

tomegének meghatarozdsahoz a nedves micéliumot kilyukasztott parafilmmel fedett
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Eppendorf-csévekbe helyeztiik, majd 16 o6ran keresztiil 2 Pa vakuum nyomason, -60 °C-
on liofilizaltuk (Benchtop K, VirTis). A vad tipust €s mutans torzsek tomege kozott
fennall6 estleges szignifikans kiilonbséget egyszempontos-varianciaanalizissel
(ANOVA) hataroztuk meg a JASP (verzi6: 0.17.1) szoftver alkalmazéasaval (JASP,
2023).

3.3.5. LiCl-kezelés okozta termotestképzés-gatlas

A LiCl termétest-gatlo hatasanak vizsgalatara a vad tipust €s a mutans torzseket eltérd
LiCl-koncetracioju (0 g/1, 0,5 g/1, 1 g/1, 1,5 g/1, 2 g/1, 3 g/l) YMG > taptalajokra oltottuk
és a 3.3.1. fejezetben leirtak szerint inkubdltuk o6ket. Minden torzsre ¢s LiCl-

koncentraciora 5-5 parhuzamos ismétlést végeztiink el.

3.3.6. Bazidiumok vizsgalata fluoreszcens mikroszkoppal

A fiatal termOtestek lemezeibdl torténd mintavételezést a fényciklus 12. 6rdjaban
végeztik el és ezzel parhuzamosan egy részét fluoreszcens festésnek vetettiik ala. A
sejtmagok jeloléséhez szikével kivagott kozéprészi lemezmintakat 15 percig sotétben
inkubaltuk 100 pl, 10 pg/ml Hoechst 33342 oldatban (Thermo Scientific), amit az
inkubalast kovetden kétszer mostunk 200 pl PBS oldattal. A mintdkat Zeiss LSM 800
konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. Mivel a Hoechst 33342 extinkcios csticsa: 361 nm
¢s az emisszi0s csucsa: 497 nm, ezért ultraibolya tartomanyban gerjesztettiik és
vizsgaltuk a mintakat.

A kapott fluoreszcens €s fénymikroszkopos képeket ezt kdvetden a Imagel/Fiji
(verzid: 1.54f) szoftverrel hoztuk atfedésbe (Schindelin és mtsai., 2012; Schneider és
mtsai., 2012). A tobb metszeti sikban késziilt fluoreszcens képeken a jeldlt sejtmagokat
az egyes metszeti sikok szerint szinkdddal jeloltik. A kiilonb6zd metszeti sikokban
késziilt fénymikroszkopos képeket is egymasra vetitettilk a maximalis intenzitasukat

megtartva.

3.3.7. Sporaszam meghatdarozdsa

A sporaszam meghatarozasdhoz 100 mg érett kalapszovetet vettiink, amit 1 ml spora
szuszpendalo pufferben 1 percen at alapos vortexeléssel maceraltunk. Ezt kdvetden a a
sporakat 40 um-es sejtszlird segitségével valasztottuk el a tormeléktdl. A sporak szamat

Biirker-kamra segitségével hatdroztuk meg. A szamlalast torzsenként minimum ot
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parhuzamos mintan végeztiik el és ezek atlagabol hataroztuk meg a 100 mg kalapszovetre

vetitett atlagos spéraszamot.

34. C. cinerea mintazasa RNS-szekvenalashoz és transzkriptomikai
kiértékelése

Az alébbi alfejezetekben a vad tipusu és Asnbl C. cinerea torzsek termdtest iniciacidja
soran jelentkezd expresszids kiilonbségek feltarasara, valamint a sporaképzés
folyamatanak megértésére iranyuld transzkriptomikai vizsgéalatokhoz sziikséges

protokollokat és technikai részleteket fogjuk ismertetni.

3.4.1. Fényindukciot koveto fejlodési stadiumok meghatarozdsa és mintazdasa Asnbl és
vad tipusu torzsekben

A korai termotestfejlodés vizsgalatdhoz sziikséges mintazashoz a torzseket a
szinkronizalt termdtestképzés soran leirt modszer alapjan novesztettiik a 3.3.1. fejezet
alapjan. A fényindukciot kovetd 24. és 48. éraban a koldnidkat 10 ml Farmer’s oldattal
fixaltuk és 30 percig vakum-pumpa ala helyeztiik. A fixalast kovetden a hifacsomokat és
a primordiumokat tiivel gytjtottiik 6ssze egy Eppendorf-csdbe, minden stadiumbol 3-3
mintat. A mintakat folyékony nitrogénnel fagyasztottuk és RNS-kivondsig —80°C-on
taroltuk. Az RNS-kivonast megelézéen a mintdkat haromszor mostuk 1 ml dietil-
pirokarbonat (DEPC)-kezelt desztillalt vizzel. Az RNS-kivonast és szekvendlast a 3.4.3.

fejezet szerint végeztiik el a.

3.4.2. A sporaképzés stadiumainak meghatarozdsa és mintazdasa RNS-szekvendldashoz

A sporaképzés vizsgalatdhoz a vad tipusu C. cinerea termdtestképzését a 3.3.1.-es
fejezetben leirtak szerint szinkronizaltuk. A vizsgalathoz a fényciklus 7., 8. és 9. 6rajdban
jard lemezeket mintaztuk. Ehhez szikével eltavolitottuk a kalap széléhez kozeli lemezeket
¢és a kalap csticsat, és a kozépso régid lemezeit egy steril mikrocentrifuga csdbe helyeztiik,
amit folyékony nitrogénnel lefagyasztottunk ¢€s tovabbi felhasznéalasig -80 °C-on
taroltunk. A mintdzott staddium fejlettségi allapotat minden esetben Leica DM2500
fénymikroszkoppal ellendriztiik, ami sordn a targylemezen a szovetek lathatosagat 10 pl,
0,1 %-o0s kongovords oldat hozzaadasaval noveltiik. A mintdkat folyékony nitrogénnel
torténd fagyasztds utan mikropisztillussal homogenizaltuk, majd pedig a 3.4.3. fejezet

alapjan végeztiik el az RNS-kivonast és szekvenalast.
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3.4.3. RNS-kivonds és RNS-szekvendlas

A homogenizatumbol teljes RNS-t vontunk ki Quick-RNA Mini-Prep Kit-tel (Zymo
spektrofotométerrel (Thermo  Scientific), a fragmentalédas mértékét pedig
gélelektroforézissel és Bioanalyzer 2100 késziilékkel (Agilent Technologies) hataroztuk
meg. A szekvenalasra kiildés feltétele a minimum 7,8 feletti RNS integritas érték volt.
Az RNS-szekvenalast a Novogene cég (Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) végezte el: A
szalspecifikus cDNS konyvtar poly(A)-végli RNS atirdsaval tortént [llumina TruSeq
Stranded RNA-Seq konyvtarkészito kit-tel. A szekvenalas lllumina Novaseq 6000 (S4)

berendezéssel tortént, paros-végii (150 bp) szekvenaléssal.

3.4.4. Az RNS-szekvendlasi eredmények elokészitése

A nyers leolvasasok (read-ek) feldolgozasat és a transzkriptomikai adatsor felallitasat
Merényi Zsolt, Hegedilis Botond és Balint Balazs (Szegedi Biologiai Kutatékdzpont,
Biokémia Intézet) végezték. A nyers leolvasasok ellendrzése, ami magaba foglalta az
adaptorok, bizonytalan nukleotidok és a leolvasasok alacsony mindségli végeinek
levagasat, a BBDUK szoftver (BBMap/BBTools;
http://sourceforge.net/projects/bbmap/) segitségével tortént, megkovetelve, hogy a
levagas mindségi pontszdma minimum 30, és a leolvasasi hossz minimum 50 bp legyen.
Két korés STAR illesztést (Veeneman és mitsai., 2016) végeztiink el a referencia
genommal szemben kovetve Merényi €s munkatarsai (2022) altal meghatarozott
paramétereket. Az expresszids értekek FPKM-ben lettek szamolva (Fragments per
Kilobase per Million mapped reads, leolvasasok szama 1000 bazisonként, egymillid
térképezett leolvasasra vetitve). A szignifikansan eltéré expressziot mutatd géneknek
(Differentially Expressed Gene, DEG) azokat a géneket tekintettlik, amik expresszidja 5
FPKM feletti legalabb az egyik minta harom bioldgiai replikédinak atlaga alapjan, és a
Benjamini-Hochberg-modszerrel korrigalt T-teszt p-értéke a mintak kozott kisebb vagy
egyenld 0,05-nél, valamint adatsortdl fliggden teljesitették az dsszehasonlitott stadiumok
kozti expresszios kiilonbségre vonatkozd kritériumokat (lasd 3.4.4.1. és 3.4.4.2.

fejezetek).

3.4.4.1. Vad-tipusu és snbl mutans torzsek osszehasonlité transzkriptomikai
eredményeinek kiértékelése - A DEG-ek meghatarozasa a 3.4.4. fejezet szerint tortént,

kiegészitve azzal a megkotéssel, hogy a vad tipust és Asnbl torzsek korai fejlodési
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stadiumainak Osszehasonlitdsaban a DEG-ek FPKM értékeinek logy stadiumkdzi
szorzdvaltozojanak (fold-change, FC) alacsonyabbnak kellett lennie, mint -1 vagy

nagyobb, mint 1.

3.4.4.2. A sporaképzés stadiumainak transzkriptomikai eredményeinek kiértékelése
A DEG-ek meghatarozasa a 3.4.4. fejezet szerint tortént, kiegészitve azzal a megkotéssel,
hogy a sporaképzés stadiumainak dsszehasonlitdsaban a DEG-ek FPKM értékeinek logz
FC-ének alacsonyabbnak kellett lennie, mint -1,5, vagy nagyobb, mint 1,5. A DEG
definicid szigoritasara azért volt sziikség a sporaképzés adatsorban, hogy kezelhetobb
szamu ¢s dinamikusabb expresszidvaltozast mutatd génekkel tudjuk tovabb folytatni az
analizist.

A DEG-eket az expresszios mintazatuk szerint 6t profilba csoportositottuk a Short
Time-series Expression Miner (STEM) szoftverrel (verzio: 1.3.13) (Ernst és Bar-Joseph,
2006) az alapbeallitasokat alkalmazva. Ezek koziil azokat a profilokat tekintettiik
szignifikdnsnak, amik a vart génszamhoz képest p = 0,05 valoszinliséggel magasabb
szamu DEG-et foglaltak magukba.

A DEG-ekhez tartozd “eukariota ortolég csoportok™ (EuKaryotic Orthologous
Groups, KOG) annotaciokat a JGI oldalarol t6ltottiik le. A KOG egy génannotacid alapti
osztalyozasi rendszer, ami az eukariota ortoldg géncsoportokat alapul véve funkcionalis
kategoridkat allit fel (Tatusov €és mtsai.,, 2003). Az egyes profilokban el6forduld
szignifikansan dusulo KOG-osztalyokat hipergeometriai teszttel hataroztuk meg az R
statisztikai alap programnyelvben hasznalt phyper() fliggvény alkalmazasaval.

A DEG-ek funkcionalis analizise, ami a konzervalt domének azonositasat és
génontoldgiai kifejezések (gene ontology, GO) dusuldsanak vizsgalatat foglalta magaba,
Merényi Zsolt és Hegediis Botond (Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont, Biokémia Intézet)
végezték el. A konzervalt doméneket InterProScan-nel (verzio: 5.61-93.0) hataroztuk
meg (Jones €és mtsai., 2014). A GO-kategéridk dusulasi analizisét a ,,topGO” (verzio:
2.44.0) R-programcsomaggal végeztiik el (Alexa és Rahnenfuhrer, 2016).

A szovetspecifikus kifejez0dés meghatarozasahoz Krizsan ¢és mtsai. (2019)
ujraszamolt transzkriptomikai eredményeit hasznéltuk fel, ami sordn a vegetativ
micéliumbol, valamint a fiatal termdétest allapotban megtaldlhaté harom elkiilonithetd
szovetféleségbdl (tonk-, lemez- és a lemezt nem tartalmazd kalapszovet) szarmazod

expresszios eredményeket hasonlitottuk Ossze egymadssal a “TissueEnrich”
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programcsomag segitségével R programnyelvi kornyezetben (Jain és Tuteja, 2019) az

alapértelmezett paramétereket hasznalva és az expresszids FC kiiszobértékét 4-re emelve.

3.4.5. Az SNBI filogenetikai analizise

Az SNBI filogenetikai analizisét Merényi Zsolt (Szegedi Biologiai Kutatokozpont,
Biokémia Intézet) végezte. Az SNBI1 konzervaltsagi szintjének meghatarozasdhoz egy
korabban publikalt filogenetikai adatsort hasznaltunk, ami tobbnyire Agaricomycotina,
de Pucciniomycotina és Ustilaginomycotina, valamint tomlésgomba fajokat is magéaba
foglalo, 109 fajt tartalmazé filogenetikai fat tartalmazott (Merényi és mtsai., 2022). A
109 faj fehérje-kodold génjei az OrthoFinder2 (verzid: v2.4.1) szoftverrel (Emms és
Kelly, 2019) kertiltek klaszterezésre, rogzitett fajfa topologiat és az alap beallitdsokat
hasznalva. A Sistotremastrum suecicum (Sissul), Sistotremastrum niveocremeum
(Sissnil) és Scleroderma citrinum (Sclcil) fajokban az OrthoFinder2 nem talalt
ortologokat, igy ezekben az SNB1 homologok meglétét manualisan ellendriztiik BLAST-
tal, fliggetleniil a fent leirt klaszterezéstél. Az SNBI-t tartalmazé klaszter tagjaival
tobbszords szekvenciaillesztést végeztiink el a MAFFT szoftverrel (verzid: v6.864b)
(Katoh és Standley, 2013) és a mintak tobb mint 80 %-ban “gap "-t (indel kovetkeztében
1étrejott mutéacio) tartalmazo részeit a TrimAL (gt -0.2) (verzid: 1.2) szoftverrel vagtuk
le (Capella-Gutiérrez és mtsai., 2009). Az LG+G modellel becsiilt maximum likelihood
génfa dgainak tAmogatottsaga 1000 ultrafast bootstrap ismétléssel lett kiszdmitva az 1Q-
TREE (verzio: 1.6.12) szoftver segitségével (Minh ¢€s mitsai.,, 2020). A génfa
gyokereztetése, illetve a fajfa/génfa Osszeegyeztetése (reconciliation) a NOTUNG
(verzio: 2.9) szoftverrel tortént (Darby és mitsai., 2017). Végezetiil, a génfan beliili
ortocsoportok meghatdrozadsdhoz és megjelenitéséhez, valamint a klaszterekben tortént
génduplikaciok és génvesztések becslésére a COMPARE
(https://github.com/zsmerenyi/compaRe) (Merényi és mtsai.,, 2023; Nagy ¢és mtsai.,
2014) eszkozt alkalmaztuk.

3.4.6. A vizsgalt gének funkciondlis annotdcidja

A vizsgalt gének altal kodolt fehérjék prediktalt sejten beliili lokalizaciojat WoLF
PSORT-tal hatdroztuk meg (Horton és mitsai., 2007). A fehérjék transzmembran
hélixeinek szdmat és iranyultsagat a DeepTMHMM-mel (verzi6: 1.0.24) (Hallgren és
mtsai., 2022), a prediktalt harmadlagos szerkezeti struktarat pedig az AlphaFold-val
(verzid: 2022-11-01) (Jumper, 2021; Varadi, 2021) hataroztuk meg.
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4. Eredmények

4.1. A C. cinerea termétestfejlodésben részt vevo p7TMP-ek jellemzése reverz

genetikai analizissel

Annak érdekében, hogy a bazidiumos modellgomba C. cinerea-ban meghatarozzuk a
klasszikus GPCR-ekre szerkezetileg hasonlité p7TMP-repertoart, elsé 1épésként
megbecsiiltiik azoknak a géneknek a szdmat, amik 7-transzmembran fehérjét kodolnak.
A transzmembran szerkezeti becslést DeepTMHMM szoftverrel végeztiik el. Ennek
eredményeképpen Osszesen 374 olyan fehérjét kodold gént talaltunk, amelyek 7-
transzmembran doménnel rendelkezhettek. Mivel a klasszikus GPCR-ek N-terminalis
része a sejten kiviilre, mig a G-fehérjékkel kolcsonhaté C-termindlis része pedig a
sejtplazma felé néz, ezért vizsgalatainkat a 332, szerkezetileg extracellularis N-
terminussal és intracellularis C-terminussal rendelkezd prediktalt fehérjéket kodolo
génekkel folytattuk tovabb. InterPro doménpredikcids eszkdzzel meghataroztuk a
p7TMP-k konzervalt motivumaihoz tartoz6 annotaciokat, amik alapjan 32 p7TMP
kizarasra keriilt. Ezek az InterPro annotaciok szerint mas receptorcsaladba tartoztak (pl.
ABC-transzporterek). Ez alapjan a C. cinerea genomja dsszesen 12 klasszikus GPCR-t
kodol, koztiik 6t Git3 gliikoz-receptort és hét STE3 gomba feromon-receptort, mig a
tovabbi 289 p7TMP strukturdlisan nagy hasonlosagot mutat a GPCR-ekkel, de nem
rendelkeznek a klasszikus GPCR-ekre jellemz6 motivumokkal. Ezek koziil 115 mutatott
legalabb kétszeres expresszidszint-emelkedést a termdtestképzés sordn a vegetativ
micéliumhoz képest, amik koziil 14 rendelkezett ortologokkal legalabb négyben az
Osszehasonlitdsba bevont tovabbi 11 Agaricomycetes fajbol (Nagy és mtsai., 2023). A 14
konzervalt p7TMP kozil kilenc nem rendelkezett ismert funkciohoz kothetd
annotacidval, igy a reverz genetikai analizishez ezek koziil valasztottuk ki a kiiitendd
génjelolteket.

Harom, ismeretlen funkcidji konzervalt p7TMP-kodolé gént valasztottuk ki
funkcionalis analizisre, amik Krizsan és mtsai. (2019) termdtestfejlodést vizsgald
transzkriptomikai adatai alapjdn elhanyagolhaté mértékii kifejez6dést mutattak a
vegetativ micéliumban, azonban a konzervalt p7TMP-ek kozott a legnagyobb
expresszios kiilonbséget mutattdk a vegetativ micélium és a masodlagos hifacsomo vagy
a elsd stddiumt primordium kozott. Ezek a CopciAB 493979 = p7TMP79 (snbl),
CopciAB 499106 = p7TMP06 ¢és CopciAB 478792 = p7TMP92 azonositdju gének
voltak (2. abra).
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2. abra: Reverz genetikai vizsgalatra kivalasztott p7TMP kdodold gének expresszids értékei a C. cinerea
egyedfejlédésének egyes stadiumaiban, Krizsan és mtsai. (2019) adatai alapjan. VM: vegetativ micélium.

A harom génjeldltet RNP-komplex alaptit CRISPR /Cas9 rendszerrel {itottiik ki abbol a
célbol, hogy megfigyelhessiik a gén hidnyaban fellépd morfoldgiai valtozésokat a

AO6 vt ) :
GeneRuler GeneRuler GeneRuler

1kb Plus 1kb 1kb

5000 bp —5000 bp —5000 bp
=4000 bp =4000 bp

=3000 b, S =3000 bp
2000 bp B :

1500 bp 2000 bp 2000 bp

1000 bp 1500bp 1500 bp

700 bp 1000 bp 1000 bp

500 bp 750 bp 750 bp
500 bp 500 bp

3. abra: A p7TMP mutansok PCR-ellenérzése. A p7TMP mutansokhoz tartozé mintakat a kovetkezo
roviditésekkel jeloltiik: A79 = p7TMP79, A06 = p7TMPO06, A92 = p7TMP92. A p7TMP79 esetében harom
fiiggetlen mutans torzset kaptunk (I., II. és IIL.). Az ellenérzéshez kiilsd, a javitotemplaton talalhatd
homolog karokon kiviilre es6 ellen6rz6 primereket (“checking’) és a szelekcios markerre (pab ) specifikus
primereket belsé primereket (“PABA”) hasznaltuk. A*:
p7TMP79_checking fwd/PABA inner 250bp rev (javitotemplatnak a Cas9 hasitéhelybe valo
integraciojakor vart amplikonméret 2090 bp); A: checking fwd/PABA rev (homoldég rekombinaciokor
vart méret a p7TMPO6 esetén: 4443bp, p7TMPI2 esetén: 4901bp), B: PABA _fwd/checking_rev (homolég
rekombinacidkor vart méret a p7TMPO6 esetén: 4282bp, p7TMPI2 esetén: 4245bp). Vad tipust térzsbol
izolalt gDNS-t hasznalva templatként egyik esetben sem vartunk PCR-terméket. Az ellendrzéshez hasznalt
primerek az 1. fiiggelék tablazataban talalhatoak.
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A p7TMPO6 fiiggetlen delécids torzsek esetében tomegesen jelentek meg a vad
tipushoz morfoldgiailag hasonld primordiumok. Tobbszori leoltdst kdvetden sem

tapasztaltuk azt, hogy a fiatal termétestek be tudtak volna fejezni az érésiiket (4. abra).

harmadik, negyedik, illetve 6tddik napon.

A p7TMPO6 és p7TMP92 delécids mutansok termdtestei nem mutattak jelentds
eltérést a vad tipust morfoldgiatol (5. abra). A legstulyosabb morfoldgiai elvaltozasokat
az p7TMP79 delécidés mutansnal figyeltilk meg, amelyek esetében a primordiumokban
elmaradt a szoveti differenciacio, igy a struktirdk hidnya miatt ezek belseje teljesen
homogén maradt. Mind a harom fliggetlen p7TMP79 delécidos mutans térzs ugyanazt a
fenotipust mutatta. A Ap7TMP79 torzs hogolyo-szerli morfologiai jellegzetességei miatt
a CopciAB_493979 azonositoju gént az angol “snowball” utan snbl-nek neveztik el.
Mivel a Asnbl torzsnél latott fenotipushoz hasonlét a legjobb tuddsunk szerint a
szakirodalomban még nem irtak le, ezért ezt a torzset részletes vizsgalatnak vetettiik ala
annak érdekében, hogy ellendrizziik, vajon az snb/ hianya milyen fejléddési folyamatokra

lehet kihatassal.
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5. abra: A kivalasztott prediktalt 7-transzmembran receptort kodold gén delécidés mutansainak
egyedfejlédésének stddiumai a fényindukcidt kovetd 2.-5. napokon. A legstulyosabb morfoldgiai
elvaltozasokat a Asnb1 esetében figyeltilk meg. Méretskala: 1 mm. Az 6sszes fejlodési stadium a
méretskalaval aranyosan keriilt dbrazoldsra. Mivel a p7TMP06 sajatos, sereges novekedést
mutat6 fenotipusa nem megjelenithetd az ezen az &bran, ezért ezt a 4. dbran kiilon helyeztiik el.
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4.1.1. A C. cinerea snb1 delécids torzs morfologiai vizsgadlata

4.1.1.1. Micélium - Korabbi transzkriptomikai eredmények alapjan az snbl expresszidja
a micéliumban a detekcids szint alatt van (Krizsan és mtsai., 2019), ezért feltételeztiik,
hogy csak a termotest fejlédésére van hatassal. Ellendriztiik a Asnbl torzsek
micéliumanak novekedési tlitemét €s tomegét a vad tipusu torzzsel Osszehasonlitva. A
novekedési ilitemet tapanyaggazdag €és €hezéses koriilmények kozott is jellemeztiik,
amihez komplett (YMG és Fries), tovabba szén- €s nitrogénforrast nem tartalmazo Fries
taptalajokra oltottuk le a torzseket. A vad tipusu és a harom fliggetlen Asnbl torzs
novekedési ratai kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (kéttényezds ANOVA, p
= 0,460) (2. fiiggelék). A vad tipusu és Asnbl mutans torzsek micéliumainak tomege
kozott sem tudtunk kimutatni szignifikans kiillonbséget (egytényezés ANOVA, szaraz
micéliumtomegek: p = 0,353; nedves micéliumtomegek: p = 0,993) (3. fiiggelék). Ezen
adatok alapjan megéllapithat6, hogy az smb/ hidnya a micélium novekedését és

crer

differenciacidhoz nélkiilozhetetlen (5. abra).

4.1.1.2. Termotest - A Asnbl mutansok hifacsomoi fényindukcio6 hatasara a vad tipushoz
hasonloan a micélium szélén, korben jelentek meg, azonban fényindukci6 hidnyaban, a
micéliumon szétszorva is ndvekedtek. Mar a fényindukciot kovetd 24. 6rdban megjelend
masodlagos hifacsomok is jelentésen nagyobb méretbeli kiilonbséget mutattak a vad
tipushoz képest. Az ezek kozott tapasztalt méretbéli kiillonbség a fényindukciot kdvetd
48. oraban, az elsd stddiumu primordium allapotot elérve mérséklddott (6. abra). Mig a
vad tipusi primordiumok hosszirdnyba novekedtek és enyhén sargasbarna sziniiek
voltak, addig a Ap7TMP79 primordiumok gémbdlyded alaktak és teljesen fehér szinliek
maradtak egészen a masodik stddiumig. Négy nappal a fényindukcidt kdvetden a
primordiumok csucsi részén megjelent egy csokevényes kalapkezdemény, ami késdbb
bestillyedt a primordiumba, annak oldalirany ndvekedése miatt (5. abra). Azonban, a
belsd strukturalodas még ennél a kései stddiumban sem kezdddott meg, igy a termdtestek

belseje tovabbra is homogén maradt, lathatd széveti differenciacid nélkiil (5. abra).
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Asnbl masodlagos hifacsomo

Vad tipus masodlagos hifacsomo

Vad tipus elsé stadiumi primordium Asnbl elsé stadiumi primordium

.

500 ym

6. abra: A vad tipusu és Asnbl torzsek altal hozott masodlagos hifacsomok (vad tipus: d = ~200 pm,
Ap7TMP79: d =~550 um) és els6 stadiumu primordiumok (vad tipus: d =~500 um, Ap7TMP79: d = ~750-
900 pum) a fényindukciot kdvetd 24. és 48. oraban.

4.1.1.3. ,,Dark-stipe” - Fényindukci6 hidnyaban a vad tipust C. cinerea a primordiumbol
kindvé és a nodulusz megnyuldsaval 1étrejovo csokevényes kalappal és tonkkel
rendelkezd képletet, un. “dark stipe”’-ot hoz létre (Tsusué, 1969). A Asnbl torzs altal

ndvesztett primordiumok azonban folyamatos s6tétség mellett is gdmb alaktiak maradtak,

¢és nem voltak képesek 1étrehozni a “dark stipe’-ot (7. abra).

7. abra: A vad tipusu és Asnbl torzsek altal létrehozott képletek két hét sotétben tdrténd ndvesztést
kovetden. A vad tipusu torzs er6sen megnyult, Gn. “dark stipe”-okat hozott 1étre (az abran a képletek 90°-
kal elforgatva), a Asnbl torzs altal képzett képletek nem nyultak meg, hanem oldaliranyba ndvekedtek és

szférikusak maradtak. Méretskala = 2 mm.
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4.1.1.4. A Asnbl komplementalasa - A vad tipusu snbl gén delécids torzsbe vald
ektopikus reintegracidja képes volt komplementalni az elrontott snb1-t. A komplementalt
Asnbl torzs altal létrehozott termétestek a vad tipusuhoz hasonléan vertikalisan
sikeresen komplementalt fiiggetlen Asnb 1 torzsekbol szarmazo genomi DNS-r6l mindkét

vart PCR-terméket fel tudtuk szaporitani (8. abra).

Asnbl :snbl, 1 -7 Asnbl vt

. - s W e e e ) e <3500 bp

e G WD W e gt 2000 bp

1000 bp

vad tipus Asnbl Asnbl ::snbl

Cas9 hasitohelyen kiviil es6 két, snb1-specifikus belsé primer parral (snb1l_inner fwd/snbl_inner rev, lasd
1. fiiggelék). Vad tipusu térzsnél a vart amplikon mérete 2122 bp volt, mig a Asnb1 térzs esetében nagyobb
amplikont varunk (3602 bp), a javito-templat snb ] Cas9 hasitohelybe valo beépiilése miatt. b) A vad tipusu,
a Asnbl és a sikeresen komplementalt Asnbl torzsek altal hozott termétestek keresztmetszeti képe.
Meéretskala = 2mm.

4.1.1.5. A LiCl hatasanak vizsgalata - A LiCl koncentracio-fiiggéd modon képes a
termoOtest kialakulasat gatolni, feltehetéen a glikogén-szintaz kinaz 3 (GSK-3)
mikodésének gatlasa altal (Chang és mtsai., 2019). Mivel a Asnb! térzsek fényindukcid
nélkiil is képesek voltak termétesteket 1étrehozni, megvizsgaltuk a LiCl-érzékenységiiket
a vad tipust torzzsel 6sszehasonlitva. Mig a kezeletlen vad tipusu torzs képes volt érett

termotesteket hozni, addig a 0,5 g/l koncentracioja LiCl-dal kiegészitett YMG-n
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novesztve a termotest fejlodése megallt a harmadik stddiumu primordium allapotban €s
nem volt képes befejezni a fejlodési ciklusat. Magasabb LiCl koncentracioknal csak
hifacsomok jelentek meg, amik nem voltak képesek tovabb differencidlodni. Ezzel
szemben a Asnbl torzs altal novesztett termdtestek fejlettségi szintjében csak 2 g/l LiCl
koncentracional tortént valtozas a kezeletlen kontrollhoz képest. A 0,5-1,5 g/l LiCl
koncentracio tartomanyban a Asnbl termotestek noduluszanak alsé régioja megnyult (9.
abra). Ez alapjan azt a kovetkeztetést tudtuk levonni, hogy a Asnbl torzs kevésbé

érzékeny a LiCl termOtestképzést gatld hatasdval szemben a vad tipushoz képest.

Asnbl

Asnbl

Asnbl

9. abra: A LiCl hatasa a vad tipust és a Asnb] torzs termétestképzésére. A képeken kéthetes kolonidk
lathatoak. Ekkorra, LiCl hianyaban a vad tipust torzs képes volt termdtestet hozni. a) A vad tipust és a
Asnbl torzsek feliilnézetbdl. b) A vad tipust és a Asnbl torzsek altal hozott termétestek egész és
keresztmetszeti képei.

4.1.2. Az SNBI szerkezeti elemzése és filogenetikai analizise

4.1.2.1. Az SNB1 hipotetikus fehérje domén-osszetétele és prediktalt strukturalis

tulajdonsagai - Az SNB1 az InterPro doménbecslése alapjan két rendezetlen hurokrégid
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mellett egy ismeretlen funkcioji domént is tartalmaz (DUF6533, IPR045340), ami
kizarolag a bazidiumos gombakban eléfordulo rovid, konzervalt integrans sejtmembran
fehérjékre jellemzd. Ezt alatdmasztotta a WoLF PSORT becslése is, ami alapjan az SNB1
a sejtmembranban helyezkedik el (Horton és mtsai., 2007). A DeepTMHMM
szerkezetbecslése szerint az SNB1 7-transzmembran hélixet tartalmaz, és mig a fehérje
N-terminalisa a membran extracellularis, addig a C-termindlisa az intracellularis oldal
felé néz (10. abra/a) (Hallgren és mtsai., 2022). Az SNB1 harmadlagos szerkezetét
AlphaFold-dal becsiiltiikk meg (Jumper, 2021; Varadi, 2021) (10. abra/b).

DocepTMHMM - Most Likely Topology | Type: alpha T

a) cutide cp v lopology | Type: alp b)
< LT

ke = .

i 1w F

[DeepTMHMM - Posterior Frobabilities
10 ‘\

wa e 6 Extracellularis régioé

Transzmembran régid

Intracellularis régio

Pubabilivy

crer

becslése. b) Az SNB1 AlphaFold altal becsiilt harmadlagos szerkezete.

4.1.2.3. Az SNBI1 ortocsoport meghatirozasa és homolégjainak filogenetikai
analizise - Az SNB1 homologjainak meghatirozasara egy korabban publikalt 109
gombafajt magadba foglaldo adatsort hasznaltunk (Merényi és mtsai.,, 2023). A
filogenetikai analizis alapjan a bazidiumos gombakban az SNB1 magasan konzervalt,
mig a tdmlésgomba fajokbol (Ascomycota) teljesen hidnyoztak az SNB1 homologjai. Az
SNB1 homoldgokat tartalmazo, fejlédéstorténetileg a legiddsebb vizsgalt fajok a
Pucciniomycotina ¢és Ustilaginomycotina altérzsekbe tartoztak. A génfa-fajfa
rekonciliacids analizis alapjan az 6si noduszokban becsiilt génkdpiaszamok szerint az
SNB1 kopiaszdma nem mutatott nagyobb fluktudcidt a bazidiumos gombak evolucidja
soran. Mas nagyobb taxonokban sem tapasztaltuk az SNB1 képiaszamanak jelentds
novekedését vagy csokkenését, kivéve a Tremello- és Dacrymycetesben, ahol nem

talaltunk SNB1 homologokat (11. abra).
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a) Schacinales Cantharellales b) A C. cinerea snbl és paralogjainak expresszios

) \ [ Dacrymycetes dinamikaja a termétestképzés soran
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11. abra: a) Az snb] homoldgjainak becsiilt szama a 109 fajos torzsfan a génfa-fajfa rekonciliacio analizis
alapjan. A recens génkdpiak szama a fajok mellett talalhato, a becsiilt 6si génkopidk szama pedig a fa
néduszaiban lathatéak. A C. cinerea snbl kopiaszama 4, ami pirossal lett jelolve a fan. A génfa-
rekonstrukcids analizis és ennek az dbranak alapjaul szolgalo filogenetikai fa Merényi Zsolt munkaja. b)
A C. cinerea snbl és paraldgjainak expresszids dinamikaja a termotestképzés kiilonbozd stadiumaiban
(Krizsan és mtsai. 2019 eredményei alapjan).

A C. cinerea-t is magaba foglald porhany6sgombafélékbe (Psathyrellaceae) tartozo fajok
4-5 SNB1 homolégot tartalmaztak. A C. cinerea genom az snbl géncsalad négy tagjat
koédolja (smbi, CopciAB 292504, CopciAB 407873 és CopciAB_500548), azonban
ezek kozil csak az smbl mutatott jelentds expresszidos novekedést a termotest
fejlédésének korai stddiumaiban. Ezért azt feltételezziik, hogy az snbl paraldogjai mas
funkciot toltenek be. Emiatt megvizsgaltuk a filogenetikai fan az snbi-t tartalmazéd
ortocsoportot. Azt tapasztaltuk, hogy mar a korai Agaricomycetes leszarmazasi vonalak,
ugy mint az Auriculariales és Tulasnellales rendek tagjai is rendelkeztek az snbl
ortoldgjaival (12. abra/a). Kordbban publikalt transzkriptomikai adatsorokban (Almasi
¢és mtsai., 2019; Gehrmann és mtsai., 2018; Ke és mtsai., 2020; Krizsan és mtsai., 2019;
Merényi és mtsai., 2022; Ruytinx és mtsai., 2021; Sipos és mtsai., 2017) megvizsgaltuk
az snbl ortologjainak a termdtestfejlédés soran mutatott expresszids dinamikéjat és azt
figyeltiik meg, hogy valamennyi vizsgalt ortolog hasonl6 expresszids mintazatot mutatott
a termdtest fejlddése soran, mint az snbl a C. cinerea-ban (12. abra/b). Ezek alapjan azt
feltételezziik, hogy az snbl ortoldogjai dinamikus expresszidt mutatnak a termotest
fejlédése soran mas termdtestképzd bazidiumos gombafajokban is és meghatarozo

szereplk lehet a szoveti differenciacioban.
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12. abra: a) Az SNB1 homologokbol allo filogenetikai fa. Barna hattérrel jeloltiik azt az ortocsoportot,
ami a C. cinerea SNBI1-t tartalmazza. Az ortocsoport kiilon kiemelésre keriilt. A roviditéseknek megfeleld
fajnevek listaja a 5. fiiggelékben talalhato. b) Az a) abran vordssel jeldlt snbl ortologok expresszios
dinamikaja a termétestfejlodés soran.

4.1.3. A Asnbl termdétestfejlodésének korai stadiumaiban bekovetkezo génexpresszios

valtozasok jellemzése transzkriptomikai adatok alapjan

Korabbi termétestfejlodési transzkriptomikai adatsor alapjan az snbl a kimutatasi szint

alatti expressziot mutatott a vegetativ micéliumban, majd ehhez képest a termétestképzés
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inicidcioja soran nagysagrendekkel megndtt (masodlagos hifacsomoban 144-szeres, az
els6 stadiumu primordiumban 240-szeres expresszidszint-novekedés) (Krizsan és mtsai.,
2019). Ez alapjan azt feltételeztiik, hogy kiemelt szerepe lehet a termétest korai fejlédési
stidiumaiban, amit a Asnbl delécidos mutdns torzs altal hozott primordiumok
differencialatlansagéaval kapcsolatos megfigyeléseink is megerdsitettek (Isd. 4.1.1.2.
fejezet).

A Asnbl ¢€s vad tipusu torzsek fényindukciot kovetd 24. és 48. oras stadiumait
(mésodlagos hifacsom6 és elsd stddiumi primordium) 0Osszehasonlitva az RNS-
szekvenalas eredményeképpen Osszesen 1299 gén mutatott szignifikans expresszids
kiilénbséget (p = 0,05; FC: 2 <) (6. fiiggelék). A Asnbl masodlagos hifacsomdiban 177
alulexpresszalodd (downregulated) és 218 feliilexpresszalodo (upregulated) DEG-et
ennek nyoman a két torzs kozti kiilonbségek halmozodasaval egylitt nott, igy az elsd
stddiumtl primordiumban mar 516 alulexpresszalt és 650 feliilexpresszalt DEG-et
figyeltink meg. A két stddium Osszehasonlitisa Osszesen 574 alul- ¢és 727
feliilexpresszaloddé DEG-et eredményezett, amelyek legaldbb az egyik fejlodési
stadiumban szignifikans expresszids kiillonbséget mutattak. Ezek koziil 267 DEG
mutatott szignifikans (p = 0,05) expresszids kiilonbséget mindkét stadiumban, amik
koziil konzekvensen 119 DEG alul-, és 141 DEG feliilexpresszalodott, mig kettéd DEG az
egyik stddiumban alul-, mig a masikban feliilexpresszalodott.

Megvizsgaltuk, hogy mely gének jatszhatnak jelentds szerepet a termdtest-
inicidcid soran az expresszios dinamikajuk alapjan. A Krizsan és mtsai. (2019) altal
bevezetett definiciot kovettiik, vagyis azokat a géneket, amik vegetativ micéliumban
mutatott expresszios szintje legalabb négyszeresére nétt a masodlagos hifacsomo vagy
az egyes stadiumu primordium allapotban, azt az Gn. “FB-init” (fruiting body initiation)
kategoéridba soroltuk. Az alulexpresszalt DEG-ek 41 %-a (236 DEG), mig a
feliilexpresszalt géneknek csupan a 4 %-a (31 DEG) volt “FB-init” (13. abra/a). Ez
alapjan feltételezziik, hogy a Asnb1-ben alulexpresszalt gének valdban relevansak a korai
termdtestfejlodési stddiumokban és a szdveti differenciacidban.

Ujraértékeltiik Krizsan és mtsai. (2019) transzkriptomikai adatait a

szovetspecifikus gének azonositdsdhoz. Ehhez a fiatal termétest allapotaban kiilon

5 A dolgozatban a DEG-ek expresszids iranyultsagat (lasd: alul- és feliilexpresszalt) mindig a Asnbl
torzsben értjiik, a vad tipusu torzs ugyanazon fejlédési stadiumaval torténd 0sszehasonlitas eredményeként.
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mintdzott kalap, lemez és tonk szovetekhez, valamint vegetativ micéliumhoz tartozo
expresszios adatokat hasznaltuk fel. Azokat a géneket tekintettiik szovetspecifikusnak,
amik a vegetativ micéliumhoz képest legalabb négyszeres expresszidszint-emelkedést
mutattak csak az egyik szovetben. A C. cinerea-ban talalhat6 0sszes, 13617 génje koziil
5,64 %-a (768 gén) mutatott szovet-specifitast (355 kalap-, 280 lemez-, 133 tonk-
specifikus gén).

Ezek koziil a Asnbl-ben 193 DEG mutatott szovet-specificitast, amik 11,7 %-a
(152 DEG, 108 kalap-, 30 lemez-, 14 tonk-specifikus) volt alulexpresszalt és 3,2 %-a (41
DEG, 17 kalap-, 11 lemez-, 14 tonk-specifikus) volt feliilexpresszalt.

Az adatsorban 0sszesen 87 alulexpresszalt, szovetspecifitast (62 kalap-, 14 lemez,
11 tonk-specifikus) mutatd ,,FB-inif” gént tudtunk azonositani, amiknek kifejezett
szerepe lehet a termdtest-inicidciot kovetd szoveti differencidcioban. A legnagyobb
expresszios kiilonbséget egy sejtfal mannoprotein mutatta (CopciAB_ 457639, FCyyasnbi:
22,16). Mivel doménstruktarajuk alapjan ezek a gének valtozatos funkcidkat toltenek be,
ezért a dolgozatban vald részletes targyalasuk nem lehetséges.

Nagyszamu gén in silico funkcionalis profilozasanak egyik legelterjedtebb modja
a génontologiai kifejezések dusuldsanak (Gene Ontology (GO) term enrichment)
vizsgélata. Egy génkészletet vizsgalva (esetlinkben az alul- és feliilexpresszalodo DEG-
eket az egyes fejlddési stadiumokban) a GO dusulasi analizis elvégzésével képet
kaphatunk rola, hogy az snbl hianydnak kovetkeztében milyen molekularis
folyamatokban torténhetett jelentds valtozas és ennek milyen kovetkezményei lehetnek a
fejlédésben. A GO dusulasi analizis soran Osszesen 93 szignifikansan (p = 0,05)
feliilreprezentalt GO kifejezést azonositottunk (4. fiiggelék) amik legtobbje nagyon
altalanos biologiai folyamatot irt le. Ennek oka az, hogy a GO kifejezéseket olyan
modellorganizmusok génkészletei alapjan alkottak meg, amik élettani funkcidir mar jol
ismertek (The Gene Ontology Consortium, 2023). A GO kifejezések megalkotasahoz
hasznalt gomba modellorganizmusok élesztégombak (Schizosaccharomyces pombe, S.
cerevisiae, Candida albicans), és a komplex morfoldgiaju termdtesteket (pl. pilotécium)
létrehozni képes bazidiumos gombakétdl sokkal egyszeriibb soksejtli ivaros struktiraval
biré bazidiumos gomba (Ustilago maydis) fajok génkészletei voltak. Emiatt a duasult
kifejezések csak olyan altalanos funkcionalis kategoridkat fedtek le, amiket nem lehetett
értelmezni a komplex termdtestfejlédés kontextusaban, mint amilyet a C. cinerea mutat.
Ezen okndl fogva a DEG-ek jellemzésekor elsdsorban egy alapjaiban mas megkozelitési

csoportositasra tdmaszkodtunk ¢és a GO-dusulasi analizis eredményeit csak
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kiegészitésként hasznaltuk. A GO-dasulasi analizis eredményei a 4. fiiggelékben

talalhatoak.

4.1.4. A Asnb1 termétestfejlodésének korai stadiumaiban bekivetkezo génexpresszios
valtozasok jellemzése konzervalt funkciondlis kategoriak alapjan

A termotestiniciacidban ¢€s szovetdifferencidcioban potencidlisan részt vevd gének
jellemzésére egy alternativ funkciondlis csoportositast alkalmaztunk, ami képes lehet
jobban leirni a bazidiumos gombakban bekdvetkezd molekularis valtozasokat. Ehhez
Nagy ¢s mtsai. (2023) attekint6 analizisét vettiik alapul, ami 6sszegytijtotte és jellemezte
a C. cinerea modellorganizmus 0sszes konzervalt, “devreg” génjét korabban publikalt
transzkriptomikai adatok alapjan. Ez a manudlisan 6sszeallitott és kiértékelt lista 6sszesen

1410 gént fedett le, amiket 18 f6 kategoriaba lehetett csoportositani (13. abra/b).
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13. abra: a) A Asnbl és vad tipusu torzsek fényindukciot kovetd 24. és 48. orai stddiumainak
Osszehasonlitasabol szarmazo 1299 DEG-ek kifejezodésének hotérképe, jobb oldalt sotétzdlddel jeldltiik a
termoOtestiniciaciokor (FB-init) feliilexpresszalt, legalabb négyszeres expresszids szorzovaltozast mutatd
géneket. b) Az egyes konzervalt funkcionalis kategoriakba sorolhato 6sszes C. cinerea gén, Nagy és mtsai.
(2023) alapjan. Sotétkékkel jeloltik a Asmbl-ben alulexpresszalt, vorossel pedig a Asnbi-ben
feliilexpresszalt DEG-eket. Csillaggal jeloltik a szignifikans duisuldst mutaté konzervalt funkcionalis
kategoriakat (hipergeometriai teszt alapjan; *: p = 0,05, **: p = 0,01).

A Asnbl és vad tipusu torzsek korai termdtestfejlodési stddiumainak dsszehasonlitasabol
szarmaz6 DEG-ek szignifikans dasulast (p-érték = 0,001, hipergeometriai teszt) mutattak
a konzervélt “devreg” génkészletben. Osszesen 205 DEG-et lehetett 14 kiilonbdz6
konzervalt funkciondlis kategéridba sorolni (14. abra). Ez azt jelenti, hogy a DEG-ek

funkcionalis kategoridk szerinti jellemzése jo alapot adhat a Asnbl-ben bekdvetkezd
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valtozasok leirdasara, amiket ha sziikséges volt, kiegészitettiink tovabbi jelentOs

expresszioszint-valtozast mutatd C. cinerea-specifikus génekkel.

Stressz valasz gének z-érték
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14. abra: Az egyes konzervalt funkcionalis kategoriakba sorolhatd 205 DEG kifejez6désének hétérképe.

Alap metabolizmus és acetil-KoA-szintézis - Ez a funkciondlis kategoria azokat a
metabolikus Gtvonalakban résztvevd konzervalt géneket foglalja magéaba, amik kdzvetlen
vagy kozvetett Giton hozzdjarulnak az acetil-KoA szintéziséhez. Az acetil-KoA-nak
alapvetd szerepe van az energiatermelésben, a zsirsav-, szénhidrat- és fehérje-
anyagcserében (Strijbis és Distel, 2010). Feltételezhetd, hogy az ebbe a kategoridba
tartozd gének biztositjak azt az acetil-KoA szintet, ami a termétestfejlédés soran a gyors
osztddasban és novekedésben 1évé sejtek membranjanak képzéséhez sziikséges. A
kategoriaba tartozo 20 DEG-bdl 6t volt alulexpresszalt a Asnbl-ben. Az oxélecetsavbol
oxalsavat és ecetsavat eldallito oxalecetsav hidrolaz (CopciAB 499734, FCyyasnbi: 3,20)
alulexpresszidja és az oxalsav alternativ degradacios Utvonaldban résztvevd oxalil-KoA
szintetaz ~ (CopciAB_474928, FCasbinvt: 4,30) megnovekedett — expresszioja
feltételezhetden csokkentheti a Asnbl sejtekben az oxalsav szintjét. Az oxalsavat

hangyasavva és CO»-va lebontd, szekrécids szignalszekvenciaval rendelkezd oxalsav-
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dekarboxilaz transzkriptjének szintje lecsokkent (CopciAB 361522, FCyyasnbi: 4,58),
hasonloképpen a karbonat-dehidratazhoz (CopciAB 450047, FCyyasnbi: 2,49), ami viz és
CO:> jelenlétében katalizalja a bikarbonat és proton létrejottét (Elleuche és Poggeler,

2010).

Sejtfal bioszintézis és -mddositas - A termotest fejlodésének egyik, ha nem a
legfontosabb folyamata a sejtfal bioszintézis és -modositas (Krizsan és mtsai., 2019;
Kiies, 2000). A gomba sejtfala foként kitinbdl, B-1,6-gliikanbol, B-1,3-gliikanbdl és a-
1,3-gliikdnbol és egyéb poliszacharidokbol all (Gow és Lenardon, 2023). Ennek
megfelelden a gomba sejtfallal és kitinkotéssel kapcsolatos GO kifejezések mutattak a
legnagyobb disulast a DEG-ek kozott (4. fiiggelék). Osszesen 17 konzervalt DEG-et
mutattunk ki ebben a kategdriaban, amelyek fdleg kitin és gliikdn-modositdo géneket
tartalmaztak. Az eredmények alapjan azt lattuk, hogy altaldban a kitin-modositd
enzimeket kodolo gének expresszidja csokkent, mig a kitinszintdzokat és gliikanadzokat
kodold gének a Asnbl-ben feliilexpresszalddtak. Kilenc kitin-mddositdé enzimet kodold
gén koziil négy volt alulexpresszalt (FCvyasmsi: 2,76 €s 2,11 kozott), amelyek mindegyike
tartalmazza a glikozil-hidrolaz 18-as enzimcsaladokra jellemzd domént. Ezek kozé
tartozik a ChiEn3 endokitinaz (CopciAB 470416, FCyyasmi: 2,60), amely feltehetéen a
tonk megnyulasaban vesz részt a sejtfal atszervezésével (Zhou és mtsai., 2019). Tovabba
ide tartoztak a kitin-deacetilazokat kodold CopciAB 464952 és CopciAB 440521 gének,
amik szintén szerepet jatszhatnak a tonk fejlédésében €s -megnyulasaban (Liu €s mtsai.,
2021). Azonban tobb, kitinszintézisben részt vevd gén (CopciAB 372414,
CopciAB 356467) mutatott magasabb expresszidszintet tovabbi két glikozil-hidrolaz 20
enzimcsaladba tartozé génnel (CopciAB_464567 és CopciAB_446427) egyiitt, amiknek
a termdtest fejlodésében betdltott funkcidja jelenleg még nem ismert (Nagy és mtsai.,
2023). Tovabba harom, gliikkdn-mddositasban résztvevd DEG mutatott megemelkedett
expresszios szintet a Asnbl-ben.

Meg kell emliteniink még két, alulexpresszalt poliszacharid lidzt
(CopciAB_ 494762, FCyyasmvi: 2,27 és CopciAB 543210, FCyyasmpi: 5,91). A gomba
lidzok fejlédésben betdltott szerepével kapesolatos ismereteink még korlatozottak, de az
eddigiek alapjan hatassal lehetnek a sejtfal poliszacharid 6sszetételére (Krizsan és mtsai.,
2019).

Sejtfelszini és sejtfal fehérjéket koédolé gének - Szamos sejtfalhoz kapcsolodod

géncsoport, mint példaul a lektinek, hidrofobinok és cerato-plataninok nagy expresszios
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kiilonbségeket mutattak a Asnbl mutansban. Ebben a funkcionalis csoportban négy
DEG-et azonositottunk. Mivel ezek a gének gyorsan valtoztak az evolicid sordn és
jellemzden nem alkottak konzervalt ortocsoportokat, emiatt hidnyoznak a konzervalt
funkcionalis kategoriakbol. Ezért igy dontottiink, hogy a C. cinerea dsszes sejtfelszin-
asszocialt DEG-jét szamba vessziik.

A MycoLec (Lebreton ¢és mtsai., 2021) és az InterPro adatbézis taldlatok
kombinalasaval 6sszesen 95 lektint kodolo gént azonositottunk a C. cinerea genomjaban,
amibdl 20 DEG a Asnb1 torzsben. A ricinB-szer( (B-trefoil) cc/l (CopciAB 456849) és
ccl2 (CopciAB_408852) lektinek expresszidja tobb mint 150-szeresére nott a primordium
fejlodése soran a vad tipust C. cinerea-ban (Saboti¢ és mtsai., 2016), azonban a Asnb]
torzsben az expresszids szintjiik jelentdsen elmarad a vad tipustdl (FCyyasnsi: 6,15 és
5,69). Tovabbi két, a hifacsoméban rendkivil magas expressziot mutatdé galektin
(Boulianne ¢és mitsai., 2000; Krizsan és mtsai., 2019), a cgll (CopciAB 473274,
FCyuasnbi: 4,69) és a cgl2 (CopciAB_ 488611, FCwasmni: 2,94) expresszidja csokkent a
Asnbl-ben. A legmagasabb expresszidszint-valtozast a Asnbl-ben egy ricin-B lektin
(CopciAB 442572, FCagwine: 11,9) mutatta. Szamos lektin expresszidja dinamikus
valtozdson megy keresztiil a termdtestfejlodés soran (Bleuler-Martinez és mtsai., 2011;
Saboti¢ és mtsai., 2016), amik koziil tobb demonstralt megvaltozott mintadzatot a Asnbi-
ben.

A 34 C. cinerea hidrofobin gén koziil 19 mutatott szignifikdns expresszids eltérést
a Asnbl-ben. A 11 alulexpresszalt hidrofobin DEG koziil nyolc tartozott az ,,F'B-init”
kategoriaba.

A C. cinerea 6t cerato-platanint koddold génjébdl harom DEG volt alulexpresszalt
a Asnbl-ben. Szerkezetileg a cerato-plataninok az RIpA szupercsalad kettés W-p-hordd
egyéb ismert domént nem tartalmazd szekretalt fehérjét kodolo DEG-re példa a
CopciAB_421450. Erdekes moédon, ennek az ismeretlen funkcioju génnek az
expresszioja nagyon alacsony végig a vad tipusu torzs termdtestfejlodése soran (Krizsan
¢s mtsai., 2019), azonban a Asnbl torzsben a legmagasabb expresszids ndvekedést
(FCasnbine: 21,86) mutatéo DEG-ként tiint fel.

Az 0sszehasonlitd expresszids adatsorokban felfigyeltiink egy géncsoportra, amik
nagy expresszios kiilonbségeket mutattak a Asnbl térzsben és ismeretlen funkcioja,

szekretalt, DUF4360 domént hordozoé fehérjéket kodoltak. Ezek koziil 6t DEG
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feliilexpresszalt (pl. CopciAB 116193, FCamnine: 18,9), mig az egyik a Asnbl-ben
(CopciAB 464561; FCyyasnpi: 6,98) alulexpresszalt volt.

A primordiumban ¢és fiatal termétestekben indukaléd6 (Fu és mtsai., 2017;
Krizsan és mtsai.,, 2019; Nagy ¢és mtsai.,, 2023) konzervalt PriA nagymértékben
alulexpresszalt a Asnb1 torzsben (CopciAB 419688, FCyyasnsi: 8,22).

Masodlagos anyagcseretermékek bioszintézise — A bazidiumos gombak masodlagos
metabolomjanak legtipikusabb komponensei a poliketidek, terpének €s aminosav-
szarmazékok (Gressler és mtsai., 2021; Keller, 2019; Schiiffler, 2018). Négy, a terpén-
szintézishez kothetd enzimet kddold DEG tartozott ebbe a kategoriaba, amik mindegyike
feliilexpresszalodik a vad tipusu torzs termdtest iniciacidja soran (,,FB-init”). Ezek koziil
kettd alulexpresszalt, kettd pedig feliilexpresszalt a Asnbl torzsben. Két szeszkviterpén
szintézisben szerepet jatsz0 enzim enzim eltérd expressziot mutatott: a Cop2
(CopciAB 443805, FCyyasns1: 7,64) alul-, mig a Cop4 (CopciAB 30510, FCasnpine: 3,53)
feliilexpresszalt (73) a Asnbl torzsben. Ezen kiviil egy fenilalanin ammonia-lidz
(CopciAB 386671, FCaspi: 2,46) alul-, mig egy feltételezett poliketid-szintaz
(CopciAB 446258, FCasnbint: 6,61) erdsen feliilexpresszalt a Asnbl-ben.

Transzkripciot szabalyozo gének — Ebbe a kategoridba tartoznak a fejlddési folyamat
eseménysorat iranyitd ¢€s szabalyozd legfontosabb gének, beleértve a kromatin-
szabalyozashoz kapcsolodo géneket, valamint az RNS-koto fehérjéket és transzkripcios
faktorokat (TF) kodolo géneket (Nowrousian, 2022; Sun és mtsai., 2023). Ezek koziil
tobb TF szignifikdnsan eltéréen expresszalodott a Asnbl torzsben. A C. cinerea 47
konzervalt, termOtestképzés soran feliilexpresszalodo TF-a koziil nyolc alul-, 6t pedig
feltilexpresszalt volt. Ezek koziil 6t, a Asnb 1 torzsben alulexpresszalt TF a vad tipus korai
termOtestfejlodési stddiumaiban expresszids cslicsot mutatott, igy feltehetéen részt
vesznek a termdtest inicializacio és szoveti differenciacio folyamataiban ("FB-init",
Krizsan 2019). A leginkdbb alulexpresszalt TF a Schizophyllum commune fsti
(CopciAB 437393, FCyyasmbi: 7,35) ortolégja volt. Ezzel szemben, a HMG-box
doménnel rendelkezd expl transzkripcios faktor (CopciAB 421729) a Asnbl
termétestekben feliilexpresszalt (FCasnsinvt: 3,26). A termOtestfejlodés szempontjabol egy
tovabbi érdekes géncsoport a Velvet-komplex, aminek a C. cinerea-ban megtalalhat6 6t
tagjabol harom (CopciAB 355684, 374867, 496341; FCawmpinve: 2,09-3,73) volt

feliilexpresszalt a Asnb-ben.
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A S. pombe RNS-ko6t6 fehérje Mei2 (CopciAB 193545, FCyyasnni: 3,96) ortologja
alulexpresszalt a Asnbl mutansban. A Mei2 a meiozis konzervalt szabalyozdja, ami
megvédi a meiodzis-specifikus transzkripteket a lebomlastol (Plaza és mtsai., 2014).
Hasonlo6an a tobbi, kalapban feliilexpresszalt meiotikus génhez (Liu és mtsai., 2020), a
mei2 is expresszios csucsot mutat szamos bazidiumos gomba primordiumaban ¢és a fiatal
termotesteiben (Plaza €s mtsai., 2014).

A funkcionalis kategoriaba tartozd 48 konzervalt kromatinhoz kapcsol6do gén
kozil csak ketto, metiltranszferazokat kodoldo DEG-et azonositottunk a Asnb-ben, amik
jelentdsen alulexpresszaltak a mutansban. Ezek az ichl (CopciAB 545797, FCyyasnbi:
13,34) (Muraguchi és Kamada, 1998) és a CopciAB 501966 (FCyyasnsi: 4,84), amik a

kromatin szabalyozéasédban vehetnek részt (Liu és mtsai., 2022).

Transzporterek - A GO-dusulasi analizis eredményeivel (4. fiiggelék) 6sszhangban azt
tapasztaltuk, hogy a konzervalt transzportereket kodold gének jelentds része eltérd
expresszios dinamikat mutatott a Asnbl toérzsben. A 15 DEG transzporter koziil 10
alulexpresszalt a mutansban. Ezek koziil négy tartozik a “Major Facilitator Superfamily”
géncsaladhoz (MFS), amik koziil a legnagyobb expresszids valtozast a CopciAB 371400
mutatta (FCyyasmpi: 10,16). Az MFS az egyik legnagyobb, sokrétii funkciot betoltd
transzporter csalad (Perlin és mtsai., 2014). Tovabbi jelentdsen alulexpresszalt DEG-ek
tobbek kozott cink-szabalyozott transzceptort (CopciAB 455616, FCyvasmni: 3,32) és
karbamid/ammoénium transzportert (CopciAB 538158, FCyyasmsi: 3,91) kdédolnak. A
transzporterek eldsegitik a kiilonbozd tipust anyagok, koztiikk ionok, jelzdmolekulak,
ozmolitok és tapanyagok atjutisat a termdtestbe és a sejtek koézott. Azonban a
transzporterek gyors evolucidja és a pontosabb funkcionalis adatok hidnya miatt nehéz

kovetkeztetni a sejtek életében betoltott konkrét szerepiikre.

Funkcionalisan ismeretlen gének — Ebbe a kategoridba foleg azok a gének tartoznak,
amiket a prediktalt annotaciojuk alapjan nem tudunk egy bizonyos életfolyamathoz kotni,
ezért funkciondlisan ismeretlennek tekintjiik 6ket (Nagy és mtsai., 2023). Ez a kategéria
43 DEG-et foglal magaba, amibdl 18 alul- és 25 feliilexpresszalt. A leginkdbb
alulexpresszalt DEG-ek kozott egy nitronat-monooxigenazt kodold gén talalhato
(CopciAB 110021, FCyyasnpr: 11,75), amit foként patogén tdomlésgombakban irtak le,
(Nguyen és mtsai., 2022). Ezen kiviil két, citokrom P450 kodold gén (CopciAB_456826
és CopciAB_24490; FCwyasnv1: 9,47 €és FCwyasnp1: 4,54) szintén alulexpresszalt a Asnb1-
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ben. Ezek az enzimek részt vesznek a kiilonbozé vegyiiletek oxidativ, peroxidativ €s
reduktiv metabolizmusaban. Egy masik citokrom P450 gén, az eln2 delécidja révid tonki
termdtestek kialakulasat eredményezte a C. cinerea-ban (Muraguchi ¢s Kamada, 2000),
ami arra utal, hogy mas citokrom P450 enzimek is hozzajarulhatnak a
sejtmorfogenezishez. A kovetkezO alfejezetekben kiilon kiemelve targyalunk par
funkcionalisan ismeretlen géncsoportot, amik tobb tagja is DEG, igy szerepiik lehet a
differencidlodasban és morfogenezisben.

A reaktiv oxigéngyokokhoz (ROS) kapcsolodo gének - A ROS elleni védelmet

biztositdé enzimek megvaltozott expresszidt mutatnak a Asnb ! térzsben. Mig a tioredoxin
gének (CopciAB 412620 és CopciAB 39451, FCyyasmni: 5,25 és 2,42) alulexpresszaltak,
egy katalaz gén (CopciAB 472224, FCasmpint: 3,13) magasabb expressziot mutatott a
mutans torzsben a vad tipushoz képest.
Az antioxidansokat termeld enzimek feliilexpresszaltak a Asnbl torzsben. Ezekre példa
az ergotionein bioszintézis fehérje 1-t kodold egt! (CopciAB 356399, FCasnpint: 2,57) és
a D-arabinono-1;4-lakton-oxidazt kodold alol (CopciAB 432313, FCagpint: 4,61).
Tovabbi, az oxidativ karosodas elleni védekezésben részt vevo nem konzervalt gének
szintén megemelkedett expresszidt mutatnak a mutansban, mint amilyen a szuperoxid-
diszmutaz (CopciAB_ 420887, FCasmpint: 3,10), és a hét glutation-S-transzferaz DEG-bdl
hat (FCasnpint: 2,08-3,92).

Proteaz inhibitorok —A MEROPS 166 csaladba tartozo, kalap-specifikus szerin-
proteaz-inhibitorok “mycospin” néven ismertek, amelyek a C. cinerea esetében cospin-
ként kertiltek leirasra (Saboti¢ és mtsai., 2016). A Asnbl-ben két paraldog cospin
alulexpresszalt (CopciAB 497809 és CopciAB 367957, FCyyasmwi: 6,73 és 3,69).
Mindkettd feliilexpresszalt a termdtestiniciacido soran (,,FB-init” csoport) €s dusuldst
mutatnak a kalapszovetben (Krizsan és mtsai., 2019; Plaza ¢és mtsai., 2014).

Izoprenilcisztein O-metiltranszferazok — A GO analizis egyik legmagasabb
dusulast mutato kifejezése (4. fiiggelék), ami két izoprenilcisztein O-metiltranszferazt
koédold alulexpresszalt DEG-hez kapcsolodott (CopciAB 354499, FCyyasnsi: 6,27 és
CopciAB 445523, FCyyasnbi: 9,71). Ezek a transzferazok feleldsek a CaaX (C: cisztein,
a: alifds aminosav, X: barmilyen aminosav) motivummal végz6dd fehérjék karboxil-
metilacidjaért, ami sziikséges példaul a parosodédsi feromonok ¢és kis GTPazok
sejtmembranhoz torténd lokalizalodasahoz (Raudaskoski és mtsai., 2012; Romano és
Michaelis, 2001). A Asnbl-ben nem taldltunk feromon prekurzor DEG-eket, azonban a

poszttranszlaciés modositasukban szerepet jatszo enzimek csokkent expresszidja miatt
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elképzelhetd, hogy a funkcionalisan érett allapotukat nem, vagy csak korlatozott
mértékben tudtak elérni.

Viasz-szintazok — Kiilon kiemelnénk a viasz-szintazokat, mivel a nyolc C. cinerea
viasz-szintaz gén koziil harom szignifikansan csokkent a Asnb] mutansban, amik koziil

a CopciAB 478454 mutatta a legnagyobb expresszids kiilonbséget (FCyyasnsi: 6,49).

4.2. A sporulacioban részt vevo gének transzkriptom vizsgalata és reverz
genetikai analizise

Annak érdekében, hogy betekintést nyerhessiink a sporaképzés posztmeiotikus
folyamataiba, a lemezek harom egymast kovetd fejlodési stadiumaibol RNS-t vontunk ki
és szekvenaltunk meg. Mivel a kalap szélén elhelyezkedd bazidiumok altalaban
eldérehaladottabbak a fejlédésben, mint a kalap csucsi részén elhelyezkeddk (Kiies, 2000),
ezért a mintakat minden esetben a kalapkozépi lemezekbdl vettilk. Az elsé stadium
mintazasat a fényciklus 7. 6rdjaban végeztiik el, a sterigma kialakulasat megel6zdéen,
amikor szakirodalmi adatok alapjan a bazidiumokban a meiozis 1. fazisa lecsengdben van
¢s felvaltja a meiozis Il. fazisa (Celerin és mtsai., 2000; Kiies, 2000). A masodik staddium
mintazasat a fényciklus 8. 6rajaban végeztiik el, mikorra a meiozis II. fazisa is nagyrészt
befejezddik, ami miatt a bazidiumokban mar négy sejtmag talalhat6 és fénymikroszkdp
alatt lathatova valnak a sterigmék. A harmadik stadium mintazasa a fényciklus 9.
orajaban tortént, amikor a sterigmékon megkezdddott a sporak felfuvodasa. A 10. 6raban
a legtobb spora eléri érett allapotat, majd az azt kovetd ordban elkezdddik a spordk
elvalasa. A transzkriptomikai analizisbe a fényindukcidt kovetd 7., 8. és 9. ordban
lejatszodo fejlodési stadiumokat vontuk be.

A harom stadium RNS-szekvenalasbol kapott eredmények sziirését kovetden (p
= 0,05, FC: 3 <) 6sszesen 2077 DEG-et tartalmaz6, Gn. “time-series” transzkriptomikai
adatsort kaptunk, amiben az egymast kovetd stddiumokban megfigyelhetd
génexpresszidos dinamika is nyomonkdvethetdvé valt (8. fiiggelék). Az adatsor
Osszetettsége miatt tobbféle megkdzelitést is alkalmaztunk annak érdekében, hogy a

lehetd legatfogdbb modon tudjuk jellemezni a sporaképzés folyamatat.

4.2.1. A sporaképzésben szerepet jatszo gének csoportositdasa és jellemzése expresszios
dinamikdajuk alapjan
Legels6 1épésként a DEG-eket expresszidos mintdzatuk alapjan profilokba

csoportositottuk a STEM szoftver segitségével, igy a hasonld dinamikdju géneket
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egységesen tudtuk jellemezni. Osszesen 6t profilt tudtunk elkiildniteni. A Profil 1, 2 és
3-mal (p = 1) szemben a Profil 0 és 4 a vart génszamhoz képest szignifikansan tobb gént
foglaltak magukba (p = 0,01) (15. abra). A Profil 0-ba az expresszids csokkenést mutato
575 DEG tartozott. A Profil 1-be tartoz6 44 DEG expresszidja az 1. stddiumban volt a
legmagasabb, és mar a II. stddiumban hirtelen lecsokkent. A Profil 2-be a Il-es
stadiumban expresszios mélypontot (57 DEG), mig a Profil 3-ba az expresszids csucsot
(23 DEG) mutaté DEG-ek tartoztak. A Profil 4 az I.-t6l a III. stddiumig expresszios
novekedést mutatd, 6sszesen 1378 DEG-et tartalmazta (15. abra).

Az egyes profilokba tartoz6 DEG-ek altaldnos jellemzéséhez elszor ellendriztiik
a dasulast mutatdo KOG osztalyokat. A DEG-ek 49 %-ahoz lehetett eukariota ortocsoport
annotaciot rendelni. Mivel a Profil 1, 2 és 3 a DEG-ek csak egy kis hanyadat tartalmaztak,
ezért a KOG osztalyok dusulésat csak a két legnagyobb profilban, a Profil 0-ban és 4-ben
vizsgaltuk. Azokat a KOG osztalyokat tekintettiik disultnak, amik a hipergeometriai teszt
alapjan szignifikansan (p = 0,05) nagyobb aranyban fordultak elé az adott profilban
talalhato DEG-ekben, mint a teljes C. cinerea genomban (15. abra).

A Profil 0-ban dasulédst mutatdo KOG-osztalyok (“Replication, recombination and
repair”, “Chromatin structure and dynamics” ¢s “Cell motility”) alapjan az I. stddiumban
expresszios csucsot mutato DEG-ek egy jelentds része a sejtosztodas folyamataban vehet
részt. Itt meg kell jegyezniink, hogy a “Cell motility” KOG-osztaly csupan 6t gént foglalt
magaba, amibdl egy DEG eredményezte ennek a KOG osztalynak a statisztikai dusulasat,
ezért a “Cell motility” osztalyt nem vettliik be a jellemzésbe. A Profil 4-ben dusulést
mutatd6 KOG osztdlyok alapjan (“Cell wall/membrane/envelope biogenesis”,
“Carbohydrate transport and metabolism”, “Amino acid transport and metabolism”,
“Extracellular structures”, “Signal transduction mechanisms”) a IIlI. stddiumban
expresszios csticsot mutatd DEG-ek jelentds hdnyada a sejtfal-szintézisben és annak
modositasaban, az aminosav transzportban €s -metabolizmusban, valamint a jelatvitelben

jatszhatnak szerepet.
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15. abra: A sporaképzés soran a meiozis ¢és a posztmeiotikus 1épések soran kiilonb6ozé expresszids
mintazatot mutaté DEG-eket 6sszefoglal6 profilok, és ezek KOG-alapt jellemzése. Az abra jobb oldalan a
profilokra jellemzd expresszios lefutas latszodik a stadiumok kozti normalizalt, log, expresszids
kiilonbségek atlaga alapjan. Az abra:bal oldalan az egyes KOG csoportok és azokon beliil a KOG osztalyok
altalanos leirast nyujtanak az egyes profilokba tartozo6 DEG-ek lehetséges funkcidjarol.

4.2.2. A sporaképzés transzkriptomikai eredményeinek meiotikus eseményekhez valo
illesztése
A C. cinerea meiotikus 1épéseinek legrészletesebb transzkriptomikai profilozasat Burns

és mtsai. (2010) allitottak fel. Az adatsorunkbol szarmazé DEG-eket a Burns-féle

adatsorhoz valo illesztésével id6ben pontosabban el tudtuk helyezni a sporaképzés soran
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lejatszodd molekuléris folyamatokat. Mig Burns és mtsai. (2010) a sporaképzés
folyamatat a gametogenezist megel6z0 1€pésektdl a meidzis II. fazisanak végéig
vizsgaltak, addig mi a meiozis 1. fazisanak végétol a sporaérést megeldzo, posztmeiotikus
1épésekre koncentraltunk. Emiatt, a varakozasaink szerint a mi adatsorunkban az I. és I1.
stadiumban expresszios csucsot mutatdo DEG-ek fognak nagyobb aranyban illeszkedni a
korabbi adatsorral. Itt fontos kiemelni, hogy az altaluk mintazott termdtestek alacsonyabb
hémérsékleten novekedtek (25 °C), igy a termétest érése is lassabban mehetett végbe.
Burns és mtsai. oligonukleotid microarray technikéval hataroztdk meg a
sporaképzés valamely fazisa soran feliilexpresszalodo géneket, amiket expresszids
mintazatuk alapjan kilenc klaszterbe csoportositottak. Osszesen hat stddiumot vontak be
az analizisbe, harom oras i1dOkozonként mintdzva a kariogamiat (sejtmag-fizid)
megel6z6 dikarion allapotot (klaszter 1), a kariogamiat (klaszter 2), majd az ezt kovetd
sejtosztodasi 1épéseket egészen a meiodzis 11. fazisaval bezarolag (klaszter 3-6) (16. abra).

A vizsgalt profilban 1évd dsszes DEG 37% 40,9% 15,8% 39,1% 24,6%
I 111 I I IIIL I I TIIL L IL IL

%-o0s el6forduldsa a Burns és mtsai. L . : : : s s I
o

altal felallitott klaszterek Osszességében . s \ os ' )
1 Kl <7 s 2
s a3 - LN i
: : s .

Profil0 m Profill Profil2 Profil3  ® Profil4

120
100
—
40
— I

DEGek szama klaszterenként

Klaszter 1  Klaszter 2 Klaszter 3 Klaszter 4 Klaszter 5 Klaszter 6 Klaszter 7 Klaszter 8 Klaszter 9
-3 036912 3036912 30360912

3036942 30369412 3036912 3036812 3036812 303691

—~_ T ]

SN ES A B D

DKLZPMMI D KLUZP M MI DKLZPMMI D KUZPMMI D KUZP MM O KLZP MM D KLZP MM D KLZE MM O KLZE M

i
-15 0 15
log, (expression ratio)

Burns és mtsai. (2010) altal
felallitott klaszterck

log, (expression ratio)

jau
|

10

16. abra: Az altalunk felallitott expresszios profilokba tartozo DEG-¢ek eloszlasa a Burns és mtsai. (2010)
altal felallitott klaszterekben, amik a meidzist megeldz6 és kozbiilsé stadiumait fedik le. A hotérképek a
klaszterekbe sorolt gének atlagolt log, expresszios értékeit abrazoljak. Az alsé abran talalhato roviditések:
D: dikarion allapot, K: kariogamia, L/Z: leptotén/zigotén szakasz (meiozis 1. fazis), P: pachitén szakasz

(meidzis L. fazis), MI: meiozis 1. fazis vége, MII: meiozis 11. fazis vége.

Az altalunk vizsgélt 2077 DEG-nek a 85 %-a volt megtalalhaté a Burns és mtsai. altal

vizsgalt Osszes gén kozott, amik koziil 588 mutatott szignifikdns expresszidszint-
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valtozast. A Profil 0-ba tartoz6 DEG-ek 35,5 %-a a klaszter 1-5-ben, a Profil 1-be tartozo
DEG-ek 38,6 %-a pedig a klaszter 3-5-ben voltak reprezentilva. A Profil 3 DEG-ei
els6sorban a klaszter 6-ba tomoriiltek. A Profil 4 DEG-einek 22,8 %-a a klaszter 6-9-be
csoportosult, tehat a meidzis II. fazisdban mutattak magasabb expressziot (16. abra).
Osszességében azt lattuk, hogy a két adatsor jol illeszkedett egymassal, azonban
tapasztaltunk némi elcstszast, amit a legegyértelmiibben a Profil 3-ba tartozé6 DEG-ek
klaszter 6-ban valo feliilreprezentaltsaga mutat. Burns és mtsai. ebbe a klaszterbe azokat
a géneket csoportositottadk, amik a meidzis I. fazisdnak végén mutattak expresszids
csucsot. Ezzel szemben a Profil 3-ba tartozd6 DEG-ek a Il-es stadiumban mutattak
expresszios csucsot, amikor a sterigmak megjelenésével parhuzamosan a bazidiumban
mar négy sejtmag taldlhaté (Hammad és mtsai., 1993; Kiies, 2000), tehat ekkorra a
meiodzis 1. fazisanak mar be kellett fejezddnie. A Profil 0-ba €s Profil 1-be tartozé6 DEG-
ek a mei6zis kdzben mutattak expresszids csticsot. A Profil 4-be tartozé DEG-ek 24,6 %-
a volt reprezentdlva a Burns-féle adatsorban, ami jelzi, hogy ezeknek a géneknek a nagy
része még nem mutatott szignifikdns expresszids kiilonbséget a meidzis befejezddését
megel6zden, tehat megfelelnek eredeti célkitiizésiinknek ¢és alkalmasak lehetnek a

posztmeiotikus folyamatok leirasara.

4.2.3. Az expresszios profilok dusulast mutato génontologiai kifejezésekkel torténo
részletes jellemzése

Annak érdekében, hogy részletesebb képet kapjunk a sporaképzés soran eltérd
expresszios dinamikat mutatd gének lehetséges biologiai szerepérdl, megvizsgaltuk a
génontologiai kifejezések dusulasat és ha sziikségesnek taldltuk, kiegészitettiik ezek
leirasat tovabbi, magas expresszids valtozast mutatd gének és géncsoportok kiemelésével
¢és jellemzésével. A GO egy hierarchikus klasszifikacios rendszerbe sorolja a géneket a
becsiilt funkcidjuk alapjan: minden génhez egy génontologiai kifejezést tarsit, ezaltal
csoportba kategorizdlja a géneket a becsiilt doméndsszetételiikk (InterPro) alapjan:
molekularis funkcidk (Molecular Function), sejtosszetételi funkciok (Cellular
Component) és biologiai folyamatok (Biological Process). A dusulast mutato GO-
kifejezések osszesen 422 DEG-et foglaltak magukba (9. fiiggelék). Az egyes profilokon
beliil csak a legnagyobb dusuldast mutatd GO-kifejezések keriilnek targyalasra a
dolgozatban. Kiilon kiemeljiik azokat a dasult géncsoportokat, amiknek a genomban

kodolt szamédhoz képest kifejezetten nagy hanyaduk vagy mindegyikik DEG az
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adatsorunkban. Fontos megemliteni, hogy a GO hierarchikus rendszere miatt egy adott
DEG-hez tobb GO-kifejezés is tarsulhat, ami miatt a dusult kifejezések atfedhetnek
egymadssal. A Profil 1, Profil 2 és Profil 3 nagyon kevés DEG-et foglaltak magukba, ezért
jellemzd volt, hogy a dusulast mutaté GO-kifejezések nagyon magas hattér génszammal
(a kifejezéshez tartozo, de nem DEG gének) rendelkeztek, vagy egy-egy DEG jelenléte
miatt tobb GO-kifejezés is dusulast mutatott. A profilonkénti alacsony DEG-szam torzult
interpretacidhoz vezethet, emiatt ezeket a profilokat csak a sporaképzés kontextusaban

relevans GO-kifejezések mentén jellemezziik.

Profil 0:

A Profil 0-ba az expresszios csokkenést mutatdo DEG-ek tartoztak. A legnagyobb dusulast
(17. abra) az “o-faktor feromon-receptorok” mutattdk, amibe hdrom STE3-homolég
GPCR-t kodolo DEG tartozott. A C. cinerea genomja négy parosodasi-, és két nem-
parosodasi tipust feromon-receptort kddol (Kiies, 2015), amik koziil az eldbbi tipusbol
kett6 (CopciAB 394943 ¢és CopciAB 465723), az utdbbi tipusbol egy DEG
(CopciAB_356637).

A varakozasaink szerint szamos, a sejtosztodashoz kotheté GO-kifejezés mutatott
duasulést, amik kozil a legjelentdsebb csoportokat targyaljuk. A legjelentdsebb dasulést
az  “Smc5/6 komplex” mutatta (CopciAB 412693, CopciAB 366401 ¢és
CopciAB _25048). Az “egyszalit DNS-kotés” GO-kifejezés olyan transzkripcioban
szerepet jatsz0 DEG-eket gylijt magaba, mint a Radl8 E3 ubikvitin-ligdz
(CopciAB_468197) és RNS polimeraz III alegység (CopciAB_454673). Az “NDC80”
egy kinetokor fehérje komplex (CopciAB 453581 ¢és CopciAB 450001). Tovabbi, a
sejtosztddashoz kotddd altalanosabb, magasan dusult GO-kifejezések a “DNS-
replikacio”, “5°-3° RNS polimerdz aktivitas”, “kromatin-szervezés”, ‘“homolog-
rekombinacié medialta kettds DNS szaltorés™ voltak (17. abra).

A negyedik legnagyobb dusuldst mutatd GO-kifejezés a “membran inszertaz
aktivitas”, aminek oka, hogy a C. cinerea genom mindkét inszertaza DEG-nek bizonyult
(CopciAB 489308 ¢és CopciAB 385864). Ezt koveti a mar kordbban emlitett ,,DNS-
replikacio”, és a ,,prefoldin komplex” (17. abra).

A riboszomalis fehérjékhez kapcsolddo kifejezések, mint “RNS-feldolgozés”,
“riboszéma biogenezis”’, “RNS-érés”, “kis sejtmagi RNS kotés (snoRNA binding)”

szintén dusulast mutattak. (17. abra).
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Profil 0

A GO-kifgjezésck a Kolmogorov-Smirnov p-érték szerint lettck névekv sorba rendezve.
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17. abra: A Profil 0-ba sorolhatd, expresszids csokkenést mutatd6 DEG-ek alapjan disuldst mutatd
génontologiai kifejezések. A dusuldsi pontszamok tengelyén 1évé vonalak a Kolmogorov-Smirnov p-
értékeknek felel meg (balrdl jobbra: p = 0,05, p = 0,01, p = 0,001). A génontoldgiai kifejezések a
Kolmogorov-Smirnov p-értékek szerint ndvekvod sorrendben lettek feltiintetve. A korok atmérdje a GO-

kifejezéshez tartoz6 DEG-ek szamaval aranyos.

Profil 1:

Az ebbe a profilba tartoz6 DEG-ek a Profil 0-dhoz hasonldan az 1. stddiumban mutatnak
expresszios csucsot, azonban a kifejezddésiik szintje a II. stddiumban jelentdsen csokken.
A legmagasabb dusulast mutat6 GO-kifejezés (18. abra) a “reciprok meiotikus
rekombinacié”, ami két magasan konzervalt DEG-et foglal magaba: egy, a
rekombindcidban szerepet jatszo RecA géncsalad tagjat (CopciAB_1000139) (Shinohara
¢s Shinohara, 2004) és a meiotikus sejtmagosztodasban szerepet jatsz6 Mndl-t
(CopciAB 446459) (Tsubouchi és Roeder, 2002). A tobbi GO-kifejezés elsdsorban a
metabolizmushoz kotddik és nagyon magas hattér génszammal rendelkeznek, ezért ezek

nem keriilnek targyalasra a dolgozatban.
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Profil |

A GO-kifcjezésck a Kolmogorov-Smirnov p-értck szerint lettek ndvekvé sorba rendezve.
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18. abra:. A Profil 1-be sorolhat6, az I. stidiumban expresszids csucspontot mutatdé DEG-ek alapjan
duasulast mutat6 génontologiai kifejezések. A dasulasi pontszamok tengelyén 1év6 vonalak a Kolmogorov-
Smirnov p-értékeknek felel meg (balrél jobbra: p = 0,05, p = 0,01, p = 0,001). A génontologiai kifejezések
a Kolmogorov-Smirnov p-értékek szerint ndvekvd sorrendben lettek feltiintetve. A korok atmérdje a GO-

kifejezéshez tartoz6 DEG-ek szamaval aranyos.

Profil 2:

A Profil 2-be a II. stadiumban expressziés mélypontot mutatdé DEG-ek tartoztak. A hat
dasuldst mutatd GO-kifejezést (19. abra) 6t DEG hatdrozta meg, ezért ezek nehezen
értelmezhetéek. Két DEG-et érdemes megemliteni (CopciAB 440521 és
CopciAB _396895), amik mindegyike NodB domént tartalmazé kitooligoszacharid-
deacetilaz enzimet kodolnak, amik a sejtfal egyik épitdelemeinek, a kitinnek és

kitozannak a modositasaban vehetnek részt (Vaaje-Kolstad ¢és mtsai., 2019).
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Profil 2

A GO-kifejezések a Kolmogotov-Smimov p-érték szerint lettek nivekvis sorha renderve.
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19. abra: A Profil 2-be sorolhatd, a II-es stadiumban expressziés mélypontot mutatdé DEG-ek alapjan
dusulast mutat6 génontologiai kifejezések. A dusulasi pontszamok tengelyén 1évo vonalak a Kolmogorov-
Smirnov p-értékeknek felel meg (balrdl jobbra: p = 0,05, p = 0,01, p = 0,001). A génontolodgiai kifejezések
a Kolmogorov-Smirnov p-értékek szerint névekvé sorrendben lettek feltlintetve. A korok atmérdje a GO-

kifejezéshez tartoz6 DEG-ek szamaval aranyos.

Profil 3:

A Profil 3-ba a II. stddiumban expresszids csucspontot mutatd6 DEG-ek tartoznak.
Funkcié alapjan valamennyi, dusult kifejezésbe tartoz6 DEG jelentdséggel birhat a
sporaképzés folyamataban, azonban a dusult hat GO-kifejezést csak 3 DEG hatarozta
meg (20. abra). Ezek a kondenzin komplex alegység 3 (CopciAB _371091), aminek
meghatdroz6 szerepe van a sejtosztddas sordn a kromoszoémak kondenzalasaban majd
szegregacidjaban (Freeman és mtsai., 2000). A hiszton H3 (CopciAB_473916) a
kromatin strukturélis eleme, ami nélkiilozhetetlen a genom stabilitasdnak fenntartasaban
(Antczak €s mtsai., 2006). Az S-izoprenilcisztein karboxil O-metiltranszferazt kodolo
CopciAB 152667-nek pedig szerepe lehet a C-terminalis CaaX-végli fehérjék
poszttranszlaciés modositasaban. Ilyen fehérjék lehetnek pl. a parosodasi feromonok
prekurzor molekulai vagy a kis GTPazok (Raudaskoski és mtsai., 2012; Romano és

Michaelis, 2001).
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Profil 3

A GO-kilejesgsek a Kolmogorov-Smirnov p-érték szerint letiek névekvd sorba rendezve
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20. abra: A Profil 3-ba sorolhato, a II. stddiumban expresszids csucspontot mutato6 DEG-ek alapjan
dusulast mutat6 génontologiai kifejezések. A dusulasi pontszamok tengelyén 1évo vonalak a Kolmogorov-
Smirnov p-értékeknek felel meg (balrél jobbra: p = 0,05, p = 0,01, p = 0,001). A génontologiai kifejezések
a Kolmogorov-Smirnov p-értékek szerint ndvekvd sorrendben lettek feltiintetve. A korok atmérdje a GO-

kifejezéshez tartoz6 DEG-ek szamaval aranyos.

Profil 4:

A Profil 4 a III. stddiumra expresszios cstcsot elérd DEG-eket foglalta magaba. A 39
dusulast mutatdo GO-kifejezést 607 DEG hatarozta meg. A legnagyobb dusuldst mutato
GO-kifejezések (21. abra) elsésorban a sejtfal-szintézisben és -mddositasban részt vevo
DEG-eket tartalmaztak. Erre példak a “kitin-kotés”, “kitinszintézis aktivitas”, “celluloz-
kotés”, “hidrolaz aktivitas”, “a-amildz aktivitas” és “1-3-B-D-gliikan szintaz” kifejezések
(21. abra). Itt a “celluloz-kotés” kifejezés félrevezetd lehet, ezért meg kell jegyezniink,
hogy az ehhez kapcsoloddo DEG-ek féként olyan szénhidratkotd modullal rendelkeznek
(CBM1 enzimcsalad), amik a cellulozhoz val6 affinitasuk mellett kitinhez is kotddnek
(Nagy és mtsai., 2023). A legmagasabb dusulast a “szénhidrat-anyagcserében” résztvevo
gének tették ki, ami hierarchikusan felette all a legtobb, feljebb emlitett GO-kifejezésnek,
ezért a magaba foglalt DEG-ek nagy atfedést mutattak a tobbi sejtfal-aktivitashoz kot6do
kifejezéssel. A C. cinerea genomja Osszesen 496 szénhidrat-mddositd enzimet kddolod

gént tartalmaz a CAZy (Carbohydrate Active enZYmes) adatbazis alapjan (Drula és
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mtsai., 2022). A Profil 4-be tartozé DEG-ek koziil 6sszesen 121-hez lehetett valamilyen
szénhidrat-aktivitassal biré enzimcsaladot tarsitani, ami a C. cinerea 6sszes CAZy-ének
24,4 %-at jelenti. A Profil 4 DEG-einek CAZy annotacidi szerint 17 vehet részt a sejtfal
szintézisben (pl. kitin-szintaz, B-1,6-gliikkdn-szintdz), mig 37 a sejtfal atalakitasban és
bontasaban (pl. kitindzok, kitin deacetilazok, litikus poliszacharid monooxigenazok)
jatszhat kozre (de Groot €s mtsai., 2009; Nagy €s mtsai., 2023). Ezek kozott talaljuk az
a-amildzhoz hasonl6 aktivitast mutatd glikozid-hidrolaz 13 csaladot, aminek az 0sszes,
C. cinerea-ban megtalalhato tagja DEG.

A tovabbi, magasan dusult kifejezések a membran-asszocialt és transzmembran
fehérjéket kodolo géneket fedték le, mint példaul a “membran”, “extracellularis régi6”,
“transzmembran transzport”, “plazmamembranon keresztil torténd proton-export”, “P-
tipust protonexportald transzporter aktivitas” és “sejtfelszini receptor jelatviteli itvonal”
(21. abra). Az ezek 4ltal lefedett gének koziil a legmagasabb szorzovaltozast eléré DEG-
ek MFS-, cukor-, urea-transzporteket €s protonpumpdkat kddoltak, amik tobbek kozott

részt vehetnek kiilonbdzé ozmolitok és tapanyagok transzportjaban, vagy fenntarthatjak

az egyes sejtalkotok kozotti pH-gradienst.

Profil 4

A GO-kifejezesek a Kolmogoroy-Smimovy p-értek szerint lettek novekyé sorba rendezve
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21. abra:. A Profil 4-be sorolhatd, expresszids csokkenést mutato6 DEG-ek alapjan dusuldst mutato
génontologiai kifejezések. A dusuldsi pontszdmok tengelyén 1évé vonalak a Kolmogorov-Smirnov p-
értékeknek felel meg (balrol jobbra: p = 0,05, p = 0,01, p = 0,001). A génontologiai kifejezések a
Kolmogorov-Smirnov p-értékek szerint ndvekvo sorrendben lettek feltiintetve. A kordk atmérdje a GO-

kifejezéshez tartozo DEG-ek szamaval aranyos.
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Erdekes modon szamos, a vas-ionokhoz kot6dé kifejezés is dusulast mutatott,
mint az “oxidoreduktdz aktivitas”, “vas-ion-kotés” és “hem-kotés” (21. abra). Ezekért
részben 22, citokrom P450-t kodolé DEG volt a felelds, amik aktiv centrumaban egy
vastartalmu kofaktor talalhatd és rendkiviil valtozatos bioldgiai funkcidkat latnak el
(Durairaj €s mtsai., 2016; Mori és Abe, 2023). Ezek koziil tobbnek az expresszios szintje

tobb tizszeres novekedést ért el a III. stadiumban.

4.2.4. Tovabbi, dinamikus expresszios mintdzatot mutato gének és géncsoportok
Ebben a fejezetben a GO-analizisbdl kimaradt, de jelentds stadiumkozi expresszios
kiilonbségeket mutaté annotacioval rendelkezd géneket vagy géncsoportok keriilnek

targyalasra, amik szintén fontos szerepet jatszathatnak a sporaképzés folyamataban.

Konzervalt, sejtosztddasban szerepet jatszo gének

Vizsgalataink sordn a sporaképzés késobbi, meidzist kovetd szakaszanak feltarasa volt a
célunk, azonban nem mehetiink el sz6 nélkiil a sejtosztddasban szerepet jatszo gének
targyalasa mellett. C. cinerea-ban a legatfogdbb meidzissal kapcsolatos kutatast Burns és
mtsai. (2010) végezték el, akik Osszesen 97 konzervalt meiotikus gént azonositottak,
amik ortoldgjai a pékélesztében (S. cerevisiae) vagy a hasadd élesztében (S. pombe) is
jelen voltak. Ezeket kiegészitettiik Nagy és mtsai. (2023) altal dsszegyljtott tovabbi,
bazidiumos gombdkban magasan konzervalt, sejtosztodashoz kothetd funkcidval
rendelkezd génekkel, mivel a sejtmagok a meidzist kdvetden egy posztmeiotikus
mitoézison mennek keresztiil (Kiies, 2000). Osszesen 45 DEG tartozott a konzervalt
sejtosztodasban szerepet jatszo génekhez (22. abra).

Szdmos konzervalt sejtosztodasban résztvevd DEG-et tudtunk megfigyelni, amik
az L. stadiumban mutattak expresszios csticsot (32 DEG a Profil 0-ba, két DEG pedig a
Profil 1-be tartozott) és kifejezddésiik a meidzis befejeztével, a II. és III. stddiumra
jelentdsen lecsokkent (22. abra). Ezek a gének elsdsorban a rekombinécidoban ¢€s a
homolog kromoszomak parba allitdsaban jatszhatnak szerepet, mint példaul a meiodzis
soran a a testvérkromatiddkat Osszetarto kohezin komplex tagjai (smc3
(CopciAB 406915) ¢és smc5 (CopciAB 25048)) (Copsey ¢és mitsai.,, 2013), a DNS
szélcserét végzd rdh54 (CopciAB 493516), a homolog kromoszomakat parba rendezd
hop2 (CopciAB 238535) (Burns és mtsai.,, 2010), vagy a meidzis I. fazisanak
iniciacidjakor a DNS-szal atrendezésében résztvevd cdc45 (CopciAB_500550)

(Szambowska és mtsai., 2013).
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A II. stddiumban csticsot mutato, Profil 3-ba sorolhat6 sejtosztodasban szerepet
jatsz6 harom DEG kozil a nam8 (CopciAB 368527) részt vesz a meiotikus mRNS
megfeleld kivagddasaban (splicing) (Qiu és mtsai., 2011), a cdc6 (CopciAB_498107)
altal kodolt fehérje pedig a pre-replikativ komplex tagja, ami ATP-fiiggé mddon vesz
részt a sejtosztddas szabalyozasdban (Weinreich ¢és mtsai., 1999). A poll2
(CopciAB 362687) a DNS-polimeraz o-primaz komplex alegységét kodold gén, ami
nélkiilozhetetlen a DNS-0sztodas inicidcidjahoz (Grossi €s mtsai., 2004).

A IL-III. stddiumokban ndvekvd expresszidt mutatd, Profil 4-be tartozo
sejtosztodasban résztvevd nyolc DEG a meiozis II. fazisanak lezarasdban jatszhatnak
szerepet. Ezekre példak a sejtpolaritast meghatarozo ciklint koédold  pho85
(CopciAB_371359) (Carroll és mtsai.,, 2001; Jiménez és mitsai., 2013), a metazoa
centroszomakkal homoldg un. polaris orsotest (spindle pole body, SPD) komponense, az
spcl05 (CopciAB_74935) (Kim és mtsai., 2018), az SPD duplikacidjat és szegregacidjat
szabalyozd sfil (CopciAB 461802) ¢és cdc31 (CopciAB _375607) (Bouhlel és mtsai.,
2015), vagy az E3 ubikvitin-ligdzt koédold mms22 (CopciAB _537653), ami
nélkiilozhetetlen a pontos kromoszoma szegregaciohoz (Zhang ¢s mtsai., 2017) (22.
abra).

Ferritinek

A Profil 4 GO-dasulas eredményeibdl kitlint, hogy a vas-ion kotéséhez, vagy az azt
felhasznalo fehérjéket kodold gének expresszidja folyamatosan nd a sporaképzés
elérehaladtaval (21. abra). Ezeken feliil a ferritinek figyelemremélto, tobb ezerszeres
expresszios novekedést értek el a III. stddiumban az 1. és II. stddiumhoz képest
(CopciAB_547137 (FCur: 3495), CopciAB_51853 (FCuin: 3048) és CopciAB 202468
(FCur: 287).
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1. stadium 11. stadium II. stddium

368527:
371359:
493180:
357686:
468197:
354601:
366401:
364033:
442864:
471912:
406915:
471772:
412693:
238535:
::Meiotic nuclear division protein 1

:involved in mitochondrial genome maintenance
:Origin recognition complex subunit 2

446459

358427:
476052:

:Protein NAMS

:PHOSS cyclin—2

:Serine—threonine kinase

:subunit of replication factor C

:Postreplication repair E3 ubiquitin—protein ligase RAD18
:Histone deacetylase

(E3 SUMO-protein ligase MMS21

:required for meiotic synapsis

‘transcription elongation

‘Replication factor C subunit 3

:Structural maintenance of chromosomes protein 3
:plays a role in regulating Ty1 transposition
:Non-structural maintenance of chromosome element 4
:Homologous—pairing protein 2

25048::Structural maintenance of chromosomes protein 5

464859:
445594:
460017:
374046:
448596:
439635:
471732:
498107:
362687:
500550:
445949:
374638:
537653:
421683
499664:
453581:
450001:
493516:
359386:
360249::Uracil-DNA glycosylase

‘RecQ genome instability protein
:Chromo/chromo shadow domain
:DNA replication regulator SLD3
:Holliday junction resolvase YENI
::Protein SFI1

366767:
114016:
380283:
404166:
461802:

:DNA replication associated protein

:Cell division control protein 7

:DNA polymerase delta subunit 3

:Proliferating cell nuclear antigen

:DNA primase small subunit

:Pachytene checkpoint protein 2

:formin

:Cell division control protein 6

:DNA polymerase alpha subunit B

:Cell division control protein 45

‘DNA polymerase delta catalytic subunit

:DNA helicase

:E3 ubiquitin—protein ligase MMS22

:DNA replication complex GINS protein PSF2
:Non-structural maintenance of chromosome element 3
:Kinetochore protein SPC25

:Kinetochore protein NUF2

:DNA repair and recombination protein RDH54
:Ribonuclease H2 subunit B

74935::Spindle pole body component SPC105

375607:

:Cell division control protein 31

22. abra: A sejtosztodasban résztvevd konzervalt DEG-ek normalizalt expresszidjanak hétérképe a

sporaképzés soran mintazott stidiumokban.

4.2.5. Konzervalt funkciondlisan ismeretlen és annotdlatlan génjeloltek kivdlasztdasa,

sporamentes torzsek

létrehozdsdra

Célunk volt olyan géneket bevonni a reverz genetikai analizisbe, amik csak a

sporaképzésben vesznek részt és delécidjuk varhatdban nem lesz kihatassal mas

fejlodésbeli folyamatra, valamint ortoldogjaik jelen vannak mas termotestképzo

bazidiumos gombakban, koztiik az ipari szempontbol kiemelkedd jelentdséggel bird P.

ostreatus-ban. Krizsdn és mtsai. (2019) C. cinerea fejlédésmenet transzkriptomikai

adatsorat felhasznalva azonositottuk a lemez-specifikus kifejezédést mutatd géneket.

Osszesen 218 gén mutatott szignifikdns expresszids kiilonbséget a hadrom mintazott

stadium kozott, amik kizardlag a lemezekben expresszalddtak. Ezek koziil 18 konzervalt
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DEG nem rendelkezett semmilyen annotacioval, vagy olyan InterPro domén
annotaciojuk volt, ami alapjan nem lehet kovetkeztetni a lehetséges funkciojukra. Ezek
koziil valasztottunk ki harom génjeldltet, amik expresszidos dinamikéja és nagyfoku
konzervaltsdga miatt varhatéan fontos szereppel birnak a sporaképzés folyamataban.

A fenti kovetelményeket szigoritottuk oly modon, hogy elvartuk, hogy a 12
Osszehasonlitott bazidiumos gomba fejlodés-transzkriptomja alapjan legalabb tizben
legyen jelen ortoloég, ami legalabb négyszeres expresszidszint-valtozast mutat valamely
komplex soksejtii struktiraban a vegetativ micéliumhoz képest, valamint a C. cinerea
sporaképzése soran a meiozist koveto II. és/vagy III. staddiumban mutassanak expresszios
csucsot. A szigort kovetelményeknek csupan hat DEG felelt meg. Ezeket rangsoroltuk
olyan modon, hogy a C. cinerea fejlédésmenet-transzkriptomikai adatsorban a lemezben
mutatott expresszios szintet elosztottuk a lemez kivételével az 0Osszes tovabbi
struktiréban és stadiumban mért expresszidjanak az atlagaval. Ez alapjan a lemezben az
egyeéb szovetekhez képest a legmagasabb expressziods kiillonbséget mutaté géneket pSL-
nek (“feltehetden sporamentes”, “putative SporelLess”) neveztik el. A legnagyobb
kiilonbséget mutatd és egyben legkonzervaltabb pSL géneket valasztottuk ki a reverz
genetikai vizsgalathoz: CopciAB 461720 = pSL20, CopciAB 482223 = pSL23 és
CopciAB 450751 = pSL51.

A harom génjelolt altal kodolt fehérjék egyike sem rendelkezett szekrécios
szignalszekvenciaval a SignalP-6.0 becslése alapjan. A WoLF PSORT sejtlokalizaciot
becsld szoftver alapjan a pSL20 és pSL23 a legnagyobb valdsziniiséggel a sejtmagban és
sejtmagvacskadban, mig a pSL51 a mitokondriumban lokalizdlodik. Az InterPro
doménpredikcios szoftver becslése alapjan a pSL20 ¢és pSL23 nem rendelkeznek
semmilyen ismert konzervalt fehérjedoménnel, mig a pSL51 esetében egy IPR041588,
integraz cink-kotd domén meglétét josolta, amihez nem tudtunk funkciot tarsitani.

A harom génjeloltet in vitro Osszeszerelt RNP-komplex alapt CRISPR/Cas9
rendszerrel Ttottiik ki abbol a célbol, hogy megfigyelhessiik a gén hianyaban fellépd

crer

PCR-rel ellendriztiik (23. abra).
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St 5000 bp
=4000 bp
St 3000 bp

= 2500 bp

2000 bp

1500 bp 1500 bp

W 1000 bp 1000 bp 1000 bp

750 bp 750 bp 750 bp

500 bp 500 bp 500 bp

250 bp 250 bp g 250 bp

23. abra: A pSL mutansok PCR-ellendrzése. A pSL mutansokhoz tartozd mintdkat a kovetkezd
roviditésekkel jeloltiik: A20 = pSL20, A23 = pSL23, A51 = pSL51. Az ellenérzéshez kiilsd, a
javitotemplaton talalhaté homoldg karokon kiviilre esé ellenérzé primereket (“checking”) és a szelekcios
markerre (pabl) specifikus primereket (“PABA”) hasznaltuk.

A: checking fwd/PABA rev (homolog rekombinaciokor vart méret a pSL20 esetén: 4207bp, pSL23
esetén: 4221bp, pSLS1 esetén: 4247bp), B: PABA fwd/checking rev (homolog rekombinacidkor vart
méret a pSL20 esetén: 4207bp, pSL23 esetén: 4351bp, pSL51 esetén: 3997bp). Vad tipusu tdrzsbol izolalt
gDNS-t hasznalva templatként egyik esetben sem vartunk PCR-terméket, azonban a pSL51 ellenérzésekor
mind a A51, mint a vt esetén lattunk tdbb, nem vart amplikont, ami az atipikusan beko6tédo primereknek
tudhatd be. Az ellenérzéshez hasznalt primerek az 1. fiiggelék tablazataban talalhatoak.

4.2.6. Sporamentes C. cinerea torzsek morfologiai jellemzése és mikroszkopos
vizsgalata

A vad tipust termdtestek lemezei az autolizist kovetden a so6tét szinli sporak tomeges
jelenléte miatt elfeketedtek (24. abra). A ApSL23 deléciés mutans érett termdtestei
esetében barnds arnyalatot figyeltiink meg (25. abra). A fentiekkel szemben a ApSL20

és ApSL51 torzsek érett termdtestei teljesen fehérek maradtak (24. abra).
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24. dbra: A két spéramentes mutins (ApSL20 és ApSL51) és vad tipusa C. cinerea tdrzsek
termoOtestképzése. A torzsek szalma-korpa tapkozegen ndvekedtek. A vided egy 16 oras éjszakai periddust
fed le. A felvételek rogzitésekor a ApSL23 mutinst még nem tudtuk létrehozni. A fejlédésiikrdl késziilt
vide6 az abran lathatd QR-kdéd Dbeolvasasaval vagy az aldbbi linken érheté el:
https://youtu.be/ZCY4q4ffbus, illetve a 10. fiiggelékben is megtekinthetd a repozitériumba feltdltve.

ApSL20 ApSL23

25. abra: A harom pSL muténs C. cinerea torzs érett termétestei az autolizist megel6zd stadiumokban. A

torzsek szulfatos YMGip-n néttek fel. A ApSLS1 torzs éppen a kinyilds fazisaban jart a felvétel

készitésekor. A ApSL20 és ApSL51 torzseknél a sporak nem értek meg és a termétest autolizisét kdvetden
nem tudtuk kimutatni a jelenlétiiket. A vad tipusu torzsre jellemzo fenotipus az 24. abran lathato.
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Fénymikroszkop alatt is megvizsgaltuk a szinkronizalt térzsek érett termdtesteit,
mikor a vad tipusu torzs esetében mar véget ért a sporaérés €s a sporak elkezdtek levalni
a sterigmakrol, de az autolizis folyamata még nem kezdddott meg. Egy bazidiumon négy
sterigma no6tt ki amik végein egy-egy spora fejlodott. Fénymikroszkop alatt vizsgalva a
vad tipusu torzsek lemezeit azt figyeltiik meg, hogy a tojasdad-alaki, sdtétbarna sporak
11-12 x 6,5-7 pm méretiiek és festés nélkiil is jol 1athatoak. A teljesen fehér termdtesteket
képz6 mutans torzseknél is lathatéak voltak a felfuvodott sporak, de azok pigmentécioja
¢s levalasa elmaradt. A ApSL20 torzsek lemezein szinte csak csupasz bazidiumok voltak
lathatoak, csak egy kis résziikkon voltak sterigmak és felfavodo spordk. A ApSLS51
torzsnél a vad tipushoz nagysagrendileg hasonld ardnyban tudtunk megfigyelni
sterigmakkal és felfuvodo sporakkal rendelkezd bazidiumokat. A ApSL23 termdtestek a
vad tipusu torzshoz képest joval kevesebb sporat hoztak. A sporak halvanybarna szintiek
¢és csepp alaktiak voltak, és méretiik is kisebb volt a vad tipusu spordkhoz képest (7,9-8,6
% 5,5-5,9 pum) (26. abra). Az egyes torzsek altal termelt spérdk tomegességének
Osszehasonlitdsdhoz meghataroztuk 100-100 mg érett, mar autolizalt kalapszovet-
maceratumban jelenlévd spérdk szamat. A vad tipusu torzs 100 mg kalapszdvete
atlagosan 3,5 milli6 sporat tartalmazott, amihez képest a ApSL23 torzsben ennek toredéke
~133 ezer volt (3,8 %). A ApSL20 és ApSL51 muténs torzsek termdtesteibdl nem tudtunk
sporakat izolalni. Ennek feltehetden az lehet az oka, hogy a ApSL20 és ApSL51 mutans
torzsek éretlen sporai nem voltak képesek lelokddni a sterigmakrol és a termotestérést

kovetd autolizis soran a bazidiumokkal egyiitt lebomolhattak.
ApSL23 vt

26. abra: A ApSL23 és a vad tipust tdrzsek sporai fénymikroszkop alatt, 40x nagyitasban. A mintak
lathatosagat kongdvords oldattal noveltiik. Méretskala: 50 um.

A meiozis folyamatanak ellendrzése €s az utdédsejtmagok sorsanak vizsgalatdhoz

a bazidiumokat fluoreszcens mikroszkdp alatt is megvizsgaltuk. A sejtmagok jelolésére
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a DNS kis arkaba kotodni képes, de a sejtek fixaldsat nem igénylé Hoechst 33342
fluoreszcens festéket hasznaltuk. Mind a hdrom muténs torzs esetében a meidzis Il
fazisat kovetden lathatova valt a négy sejtmag a bazidiumokban (27. dbra), tehat mar
nem vesznek részt a sejtosztddasban, igy a a kiiitott géneket nem tekinthetjiik
meiotikusnak. Vad tipusu torzsnél a meidzis II. fazisat kovetden a sejtmagok
atvandorolnak a felfuvodo sporakba. A mar teljesen melanizalt, érett sporakban a Hoechst
excitacids jele nem detektalhato. A ApSL20 €s ApSLS51 torzsek esetében a sporaképzés
kései stadiumait vizsgaltuk, amikor a vad tipusu torzsben a sporak egy jelentds része mar
érett ¢és elkezd6dott a sterigmakrol valo lelokodésiik. A ApSL20 és ApSL51 torzseknél is
lathatoak voltak a sterigmakon felfuvodo sporak, azonban a sejtmagok sporakba torténd
véltlink felfedezni. Az egyes sejtmagok ahelyett, hogy kiilon-kiilon spdrakba vandoroltak
volna, koordinélatlanul egyetlen felfuvodo spordban helyezkedtek el. Ez magyarazhatja
azt, hogy a még nem melanizalt spordk csak egy részében tudtunk sejtmagot detektalni

(27. abra).
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sejtmag (Hoechst 33342) Atereszté fény Kombinalt kép

pSL20

pSL23

pSL51

27. abra: A vad tipusu C. cinerea torzs és a harom, sporaképzést érint6 delécidos mutans torzs lemezei
fluoreszcens konfokalis mikroszkop alatt vizsgalva. A sejtmagokat kék Hoechst 33342 fluoreszcens
festékkel jeloltiik. Az egyes arnyalatok a kiillonb6z6 metszeti sikokban késziilt képeknek felelnek meg. A
vizsgalt sikon kiviil es6 sejtekben a sejtmagok nem latszodnak. Méretskala: 20 pm.
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5. Diszkusszio

A gombak orszagaban latott legOsszetettebb szervezddési szintet az Agaricomycotina
tagjai érték el a termotestek 1étrehozasa altal (Nagy és mtsai., 2023). Ezek az ivaros
képletek azon tulmenden, hogy helyet adnak a meiotikus sporak kialakulasanak, fontos
szereppel birhatnak azok védelmében és terjesztésében, ami  hozzdjarul a gyors
fajképzodéshez, ami elvezetett ahhoz a rendkiviili faj- és morfologiai gazdagsaghoz, ami
ma a bazidiumos gombakat jellemzi (Varga és mtsai., 2022). A termotest egy differencialt
szovetekbol allo komplex soksejtli képlet, aminek kialakulasat szabalyoz6 genetikai
haldzat jo része még feltaratlan. Koszonhetden a klasszikus hisztologiai (Clémengon és
Emmett, 2004) és kiilonbozo genetikai vizsgalatoknak (Kiies, 2000), szdmos olyan gént
ismertiink, amik befolyéasoljak a termdtest szerkezeti felépitését (pl. hidrofobinok (Sunde
¢s mtsai., 2008)), részt vesznek a sejtfal-szintézisben és -modositasban (Chen és mtsai.,
szabalyozasaban (pl. transzkripcids faktorok (Liu és mtsai., 2022; Ohm ¢és mtsai., 2011;
Pelkmans és mtsai.,, 2017; Sun és mtsai., 2023; Wang ¢s mtsai., 2019), kromatin
szabalyozok (Muraguchi és Kamada, 1998; Vonk és Ohm, 2021), kinazok (Szeto és
mtsai., 2007) és a jelatvitelben szerepet jatszo gének (Palmer és Horton, 2006; Wirth és
mtsai., 2021)). Azonban, az elmult évtizedekben felhalmozott tudasunk még mindig csak
egy kis részét fedi le a teljes fejloddési programnak, és az egyes fajokban végzett
tanulmanyok jelenleg még nem teszik lehetdve olyan folyamatok leirasat, amik a legtobb
bazidiumos gomba termdtestképzése soran bekodvetkezik (Merényi és mtsai., 2022).
Ennek egyik oka, hogy a termdtest fejlddése soran a szignifikansan feliilexpresszalt, Un.
“devreg” gének jelentds részéhez nem tudunk lehetséges funkcidt tarsitani (annotacio)
pusztan hasonldsag €s szerkezeti becslések alapjan. Ezek az Gin. annotalatlan gének nagy
szdmban vannak jelen a gombagenomokban, €és potencialisan eddig még fel nem tart, 0j
géncsaladok tagjai lehetnek (Nagy és mtsai., 2023). Az eddig feltart annotélatlan gének
jo része fajspecifikus effektorokat vagy kis szekretalt fehérjéket kodolnak. Ilyenek
példaul a mikorrhiza-képzés soran indukalt kis szekretalt fehérjék (Plett és Plett, 2022),
a C. neoformans-ban leirt “quorum sensing”-ben résztvevo révid peptid (Tian €s mtsai.,
2018), a P. ostreatus-bol szarmaz6 effektorszerli Sspl (Feldman és mtsai., 2020), vagy
az Ustilago sejtfelszini effektorkomplexe (Ludwig és mitsai., 2021). Kisérletesen
funkciohoz tarsitott konzervalt, korabban annotalatlan génekbdl még kevesebbet, csupan

par példat ismertink, mint a szeptacioban részt vevo spc gének (Van Peer és mtsai., 2010),
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a tonk megnyuldsdban szerepet jatszé ctgl (Nakazawa ¢és mtsai.,, 2008) vagy az
Armillaria-ban nemrég leirt kis szekretalt fehérjéket kodold gének (Sahu és mtsai.,
2023).

A termdtest, mint komplex soksejtli struktira kialakuldsanak kontextusédban a
GPCR-ekhez szerkezetileg hasonlito, de klasszikus GPCR-osztalyokba be nem sorolhat6
p7TMP-ket kodolo gének kifejezetten érdekes csoportot jelentenek, amiket eddig még
nem vizsgaltak atfogdan bazidiumos gombakban. Allatokban a klasszikus GPCR-eket
kodolo gének szama erds Osszefiiggést mutat az élélény testfelépitésének komplexitasi
szintjével (de Mendoza és mtsai., 2014), azonban a gombagenomokban nagysagrenddel
kevesebb klasszikus GPCR-t kodolo gén talalhato, ezért ez az 6sszefiiggés nem allithato
fel (Kiss és mtsai., 2019). Azonban, a nem-klasszikus p7TMP-ket vizsgalva Brown és
mtsai. (2018) ramutattak arra, hogy az egysejtes élesztd fajok nem, de a tdmlésgomba
fonalas fajok genomjai akar szdzndl is tobb p7TMP-t kodold gént tartalmaz, amik akar
eddig le nem irt, gombaspecifikus GPCR-ek is lehetnek. A komplex soksejtli gombak
altal kodolt, a jelenleg ismertnél kiterjedtebb GPCR-repertodrt tamasztja ala a
heterotrimer G-fehérje alegységek szama is. Példaul, C. cinerea genomja 16 a-, egy B- és
két v heterotrimer G-fehérje alegységet kodol, ami sokkal tobb kdlcsonhatod receptor
jelenlétét sejteti, mint a jelenleg ismert 12 klasszikus GPCR. Osszehasonlitasképpen, az
emberi genom 826 GPCR mellett 23 a-, 6t - és 12 y heterotrimer G-fehérje alegységet
kodolo gént tartalmaz (McCudden €s mtsai., 2005; Yang €s mtsai., 2021).

Munkank sordn a C. cinerea modellen keresztiil bizonyitottuk azt a
feltételezésilinket, miszerint a komplex morfologidji termdtesteket létrehozni képes
bazidiumos gombak is rendelkeznek a fonalas tomldsgomfajokban leirt p7TMP-
repertoarral, sét, szamukban meg is haladhatjak azokét. Ez parhuzamba vonhaté az
allatoknal megfigyelt jelenséggel, miszerint a testszervezOdés Osszetettségének
novekedésével a GPCR-repertoar is expandalt. Szerkezetpredikcids vizsgéalataink alapjan
a C. cinerea Osszesen 289 p7TMP-vel rendelkezik, amik potencialisan a klasszikus
GPCR-ekhez hasonld funkcioval birhatnak. Megvizsgdlva ezek egyedfejlodés soran
mutatott expresszios dinamikdjat (Krizsan és mtsai. adatait felhasznéalva, 2019) azt
talaltuk, hogy ezek koziil tobb mint szaz feliilexpresszalodik a termdtestestképzés soran,
igy szerepiik lehet a soksejtliség kialakitdsdban és a szoveti differenciacioban. Harom
konzervalt, a termdtestiniciacio soran jelentdsen feliilexpresszalddo gént reverz genetikai
analizisbe vontunk be, amik kozil két delécios mutins szdmottevd morfoldgiai

elvaltzasokat mutatott a termdtestképzés soran.
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A p7TMP06 mutans esetében a primordiumok sereges novekedését figyeltiik
meg. Ez a jelenség azért érdekes, mert a vad tipusu torzs esetében fényindukcié hatasara
rengeteg hifacsomo jelenik meg, azonban ezeknek csak egy kis része tud differencialddni,
majd primordiumma ¢és érett termdtestté tovabbfejlddni. A gomba csak néhany preferalt
hifacsomodba csoportositja at a termoétestfejlodéshez sziikséges tapanyagokat, azonban a
“valasztast” befolyasolo tényezok €s ennek mechanizmusa még ismeretlen (Kiies és Liu,
2000). A p7TMP06 mutansban feltételezhetéen ez a mechanizmus sériilt, igy a legtobb
hifacsom6 primordiumma fejlédik, ezzel elvonva a termdtest teljes éréséhez sziikséges
eréforrasokat. Osszehasonlité genomikai és transzkriptomikai vizsgalatok alapjan, az
¢leszté C. meoformans-bol, a reszupinadtus (kéreg) termotestet hozd Phanerochaete
chrysosporium-bol és a koralloid Pterula gracilis genomjabdl hianyzik a p7TMP06
ortologja, azonban valamennyi, az 6sszehasonlitasba bevett komplex termdtestet képezni
képes bazidiumos fajban jelen van és legalabb négyszeres expresszids valtozast mutatnak
a termOtestfejlédés valamely stddiuméban a vegetativ micéliumhoz képest. A p7TMP06
mutansndl tapasztalt tdomeges primordiumképzddés az egyik legnépszeriibb, élelmezési
célra termesztett gombafajnal, a kétsporas csiperkénél (4. bisporus) is megfigyelheto,
ahol négyzetméterenként tobb tizezer primordium fejlédik ki, de ezeknek csak 3,5 %-a
képes veégiil termdtestté érni (Noble és mtsai.,, 2003). Ez a jelenség Oonmagdban is
rendkiviil érdekes és tovabbi kutatasra érdemes, hiszen a primordiumszam
csokkentésével hatékonyabb lehet az erdforrasok célzott allokacigja, ami végsé soron
javithatja a vart termdétest-hozamot.

Részletes vizsgalatokat egy, még a p7TMP06 mutansnal is érdekesebb fenotipust
eredményezd, sulyos fejlddésbeli defektust hordozd torzzsel végeztink el. A
CopciAB_ 493979 azonositdju gén mutatta a legnagyobb expresszios dinamikat a korai
fejlédési allapotokban. Hidnya nem volt hatassal a vegetativ micélium novekedésére,
kovetkeztében hogolyora emlékeztettek, ezért a megfigyelt hogolyod-szerli fenotipus
(snowball) utan a gént snbl-nek neveztiik el.

A Asnbl altal 1étrehozott termdtestein beliil a strukturak hidnya jo viszonyitasi
alapként szolgalt a szovetek kialakulasat befolyasold gének azonositasara. A
termotestképzés egészen korai stddiumainak transzkriptomikai vizsgalataval szdmos
olyan gént tudtunk azonositani, amik részt vehetnek a szdveti differenciacio elinditasaban

¢s szabalyozasaban.
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Az azonositott gének komplex soksejtli strukturak kialakitasdban és
miszerint a Asnbl torzs masodlagos hifacsomoiban és elsédleges primordiumaiban
szignifikansan alulexpresszalddo gének jelentds része ,.FB-init”, ami azt jelenti, hogy
ezek a gének a vad tipusi torzs termotestfejlodésének kezdeti stddiumaiban
feliilexpresszalodnak. Tovabba, az alulexpresszalt gének kozott magas aranyban
talaltunk szovetspecifikus géneket. Kiilon emlitésre érdemes, hogy a C. cinerea Osszes
kalap-specifikus génjének kozel harmada szignifikdnsan alulexpresszalodott a Asnbl
torzsben. Az ,,FB-init”’, szovetspecifikus, 48. oraban jelentdsen alulexpresszalt gének
akar alkalmas jeloltek lehetnének a szdveti differencidlodas nyomonkdvetésére, marker-
génként alkalmazva jovobeni funkciondlis vizsgalatok soran. Példaul, egy
szovetspecifikus marker-génhez egy fluorofor fehérjét (pl. GFP) fuziondltatva
prométerét felhasznalva szovetspecifikusan lehetne kifejeztetni egy masik vizsgalt gént.
Az 0sszehasonlitd transzkriptomikai eredmények szamos olyan génre ramutattak, amik
feltételezhetden részt vesznek a szdveti differenciacié kezdeti 1épéseiben, azonban a
rendelkezésiinkre 4116 adatsor nem alkalmas a differenciacios folyamatok leképezésére.
A limitdlo tényezOk kozé tartozik, hogy csupan két fejlodési stadium keriilt bele az
Osszehasonlitasba, igy késobbi fejlddési stadiumokban mérhetd génexpresszids értékekre
csak mas adatsorokkal vald Osszevetéssel kovetkeztethetiink. Erre alkalmas lehetne
Krizsdn és mtsai. (2019) altal kozolt transzkriptomikai adatsor, ami a késObbi
termOtetfejlédési stddiumokat is lefedi. Ezt felhasznalva meg tudtuk hatarozni a
szovetspecifitast mutatd géneket. Azonban az altaluk mintazott masodlagos hifacsomo és
elsé stadiumu primordiumokban meghatarozott génexpresszios értékek sok esetben
jelentds eltérést mutattak az altalunk mintazott vad tipusi torzs ezen fejlédési
stddiumaiban, emiatt a két adatsort csak korlatozottan lehet egymadssal dsszevetni.

A transzkriptomikai adatsorunk alkalmasnak bizonyult arra, hogy valamilyen
szinten képet kapjunk arrdl , hogy milyen molekuléris folyamatok érintettek az snbl
hianyaban. Osszesen tobb mint ezer szignifikdnsan eltérd expressziot mutatd gént
azonositottunk, amik koziil 206 konzervalt és mas bazidiumos gombafajok
termoOtestképzése soran is feliilexpresszalodik. Az ezekbdl felallitott funkcionalis
kategoriakkal jellemeztiik azokat a molekularis folyamatokat, amikre hatéssal lehetett az
snb1 hianya. Mindez alapjan szdmos olyan enzimet kddolé DEG-et tudtunk azonositani,

amik a gombasejt alap metabolizmusaban jatszhatnak szerepet. Itt hangstilyoznunk kell
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azt, hogy kizardlag a génexpresszids kiilonbségeket vizsgalva nem becsiilhetjiik meg a
sejten beliili metabolikus valtozasokat, de feltételezhetjiik, hogy a fenti enzimeket kodolo
gének expressziojaban bekovetkezd valtozasok valosziniileg hatdssal lehetnek egyes
részfolyamatokra, kivaltképp az oxalsav-katabolizmusra, ami befolyasolhatja a Asnbl
sejtek pH-homeosztazisat is. Az oxalsav egy altalanosan eléfordulo, a gombak altal is
kivalasztott szerves sav (Jarosz-Wilkotazka ¢és Graz, 2006), amit elsdsorban
novénypatogén gombak virulenciafaktoraként irtak le (Cheng és mtsai., 2007), mig
fakorhaszt6 bazidiumos gombafajokban a lignin- €s cellulozbontast segiti eld, mivel az
oxalsav protonforrasként szolgalhat a faanyag kiilonb6z0 szénhidratjainak enzimatikus
¢s nem-enzimatikus hidroliziséhez (Shimada ¢és mtsai.,, 1997). Egy nemrég kozolt
tanulmany szerint az oxalsav a B-gliikdnhoz nem-kovalensen kotddve olyan hidrogélt
(Perez-Gonzalez és mtsai., 2023). Noha a soksejtliség kontextusaban még nem irtak le az
oxalsavat, feltételezziik, hogy szerepe lehet a szoveti differenciacioban, mivel tébb DEG
is az oxalsavval kapcsolatos metabolikus utvonalakban részt vevé enzimeket kodolnak.
Ezt erdsitheti, hogy az élesztd S. cerevisiae-ben nem ismert, hogy képes lenne oxalsavat
termelni vagy felhasznélni (Cheng és mtsai., 2007), ellenben az oxalsav sejtkarositd
hatast a szdmara, igy az oxdlsavat lebontd, az Asnb-ben feliillexpresszalodo oxalil-KoA
szintetaznak sejtprotektiv hatasa van ¢€lesztében (Foster és Nakata, 2013). Tobb DEG
kihatassal lehetett az oxaloacetat katabolizmusra is, ami fontos prekurzor molekuldja az
acetil-KoA-nak és mas metabolitoknak, amelyek részt vesznek kiilonféle vegyiiletek,
példéaul az ergoszterol és a membranlipidek bioszintézisében.

A sejtfal és sejtfelszin szdmos szempontbol érintett a Asnbl térzsben, mivel
szamos kitinaz és tovabbi sejtfalmddositd enzim, valamint szekretalt fehérjét kodolo gén
DEG. A sejtfal atszervezése (remodeling) egy dinamikus folyamat, ami elengedhetetlen
a szoveti differencidcidhoz. A sejtfal-modositd enzimek szerepet jatszanak a sejt
morfogenezisében a megvastagodott sejtfal fellazitasdval, valamint olyan specifikus
sejtfelszini modositasokat eredményezhetnek, amik kulcsszerepet jatszhatnak a
differencidcioban (Vetchinkina és mtsai., 2017). Ezek a sejtfal-asszocialt és sejtfelszini
fehérjék azért is kiemelenddek, mivel az extracellularis matrixban 1évo szekretalt fehérjék
sejtfal is intenziv atrendezddésen megy keresztiil (Walser €s mtsai., 2003). A C. cinerea-
ban talalhat6 lektineket kddolo gének tobb mint 21%-a DEG. A lektinek olyan szekretalt

sejtfelszini fehérjék, amik specifikusan képesek felismerni és kotni kiilonféle szénhidrat
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részleteket, ezért nagyon valtozatos funkcidkat lathatnak el. A lektineknek szerepe lehet
a termotest fejlodésében, azonban az ebben a folyamatban betoltott pontos funkcidjuk
ismeretlen (Kiinzler, 2015; Saboti¢ és mtsai., 2016).

A hidrofobinokat ko6dold gének még nagyobb ardnyban voltak éritnettek, mivel
kozel feliik volt DEG. A hidrofobinok kizarélag a soksejtes gombakban el6forduld
sejtfelszini fehérjék, amik egyrétegli amfipatikus réteggé dsszeallva viztaszitd feliiletet
hoznak létre a gomba kiilonb6zd szoveteiben (Bayry és mitsai., 2012). Mivel a
hidrofobinok gyakran mutatnak termétest-specifikus expressziot (Chum és mtsai., 2008),
emiatt lehetséges, hogy a hidrofobin gének expresszidjanak jelentds valtozasa a mutans
torzs egyes szoveteinek hianyabol eredhet.

Az RIpA szupercsaladra jellemzd Y-B-hordo-szerkezettel bird szekretalt
fehérjéket kodold gének magas expresszios kiilonbségeket mutattak. Ide tartoznak tobbek
kozott a cerato-plataninok. A C. cinerea 6t cerato-platanint kédold génjébdl harom
alulexpresszalt. A cerato-plataninok kisméretli, cisztein-gazdag szekretalt fehérjék (Luti
¢s mtsai., 2020), amiket el0szor novénypatogén gombakban irtak le (Baccelli, 2015).
Azonban a bazidiumos gombak fejlédése soran mutatott expresszids dinamikajuk alapjan
a soksejtll struktirak kialakitdsaban is részt vehetnek (Krizsan és mtsai., 2019; Nagy és
mtsai., 2023). Az adatsorban a Asnbl torzsben leginkabb feliillexpresszalt gén is RIpA
doménnel rendelkezik. Gombéakban ezt a fehérjeszerkezet leirtdk az expanzinokban
(Narvéez-Barragan ¢és mtsai.,, 2020; Oliveira ¢és mtsai.,, 2011), bizonyos
endogliikanazokban (Hirvonen és Papageorgiou, 2003) és tovabbi ndvénypatogén
gombdék virulenciafaktoraiban is (Charova és mtsai., 2020; Sarkar és mtsai., 2023). A
cerato-plataninok az expanzinokkal mutatott szerkezeti és funkcionalis hasonldsagaik
alapjan szerepet jatszhatnak a gombdk novekedésének és fejlodésének kiilonbozo
szakaszaiban, valosziniileg a sejtfalhoz kapcsolddva (Gaderer és mtsai., 2014; Krizsan és
mtsai., 2019; Nagy és mtsai., 2023). Ezt a hipotézist tdmasztjdk ald a W-B-hordo-
szerkezetet mutato effektorokon végzett korabbi vizsgalatok, amelyek bizonyitottak ezek
kitinkoto képességét (Dolfors €s mtsai., 2019).

A tiz, Asnbl torzsben leginkabb feliilexpresszalt gén koziil négy DUF4360
doménnel rendelkezd szekretalt fehérjét kodolo gén. A DUF4360 doménnel rendelkezd
fehérjékkel kapcsolatos szakirodalom korlatozott, els6sorban novényi patogén
tomlosgombak feltételezett effektoraiként irtak le oket (Wang és mitsai.,, 2020).
Bazidiumos gombékban val6 eléforduldsukrol eddig csak egy tanulmédny szdmolt be

(Doré és mtsai.,, 2017), amiben egy fakogomba faj (Hebeloma cylindrosporum)
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ektomikorrhizdjdban azonositottak két, feliilexpresszalt paralog gént, amik DUF4360
doménnel rendelkezd kis szekretalt fehérjéket kodolnak. Ezek C. cinerea-ban
megtalalhatd ortologja a Asmbl-ben szintén nagyon magas expresszioval birt
(CopciAB 545612, FCagpint: 17,69). Az ektomikorrhizaban és a Asnbl-ben mutatott
eltéro expresszios dinamikajuk alapjan feltételezhetd, hogy a DUF4360-tartalmu fehérjék
befolyésolhatjak a komplex soksejtii struktirak fejlodését.

Kiilon kiemelnénk a PriA gént, amivel tobb korabbi tanulmény is foglalkozott,
mivel szdmos faj termoétestképzés iniciacidja sordn feliillexpresszalodik, azonban a
Asnb1-ben alulexpresszalt. A korabbi eredmények alapjan a PriA altal kodolt szekretalt
fehérje a cink homeosztazisban vesz részt, de pontos funkcidja még tisztazatlan (Ishizaki
¢s Shishido, 2000; Kajiwara és mtsai., 1992). A bazidiumos gombak korai fejlodési
stadiumaiban mutatott emelkedett kifejezodése és ennek elmaradasa a Asnb ] mutansban
tovabb erdsiti a termdtest inicidcioban betdltott lehetséges szerepét.

A sejtfelszini fehérjéken tal szamos transzkripcios regulatort kodolod gén DEG,
mint példaul a Asnb1-ben jelentdsen alulexpresszalt fs¢/ transzkripcids faktor, aminek S.
commune-ben valod delécidja kovetkeztében a mutans torzs altal hozott termétestek nem
voltak képesek elérni érett allapotukat, fejlddésiik mar a primordium stddiumban elakadt
(Vonk ¢és Ohm, 2021). Ezzel szemben a Asnbil-ben leginkabb feliilexpresszalt
transzkripcids faktor az exp/ volt, ami a termOtest morfogenezisének végso stddiumainak
a szabalyozasaban vesz részt (Muraguchi és mtsai., 2008). A C. cinerea delécidés mutans
expl torzs altal 1étrehozott termdtest kalapja nem képes teljesen kinyilni és autolizise
elmarad (Muraguchi és mtsai., 2008). Ezen tilmenden a Velvet-komplex tobb tagja is
felilexpresszalt. Ezek szerepe a tomldsgombak fejlddésében jol dokumentalt, és ezek
ortoldgjai bazidiumos gombafajokban is expresszids csucsot mutattak a termotestfejlodés
korai szakaszaiban, ami arra utalhat, hogy a bazidiumos gombékban is fontos fejlédést
szabalyozd szerepiik lehet (Plaza és mtsai., 2014). Két metiltranszferazt kodold gén
mutatott jelentds alulexpresszidt a a Asnbl torzsben, koztik az ichl gén. Az ichl
pontmutéacidja C. cinerea-ban az ichijiku fenotipust okozta, ami 4&ltal létrehozott
primordiumok emlékeztetnek a Asnb/-re (Muraguchi és Kamada, 1998). Mindkét mutans
differencidlatlan termdétesteket hozott 1étre, de a Asnbl primordiumok gdmb alaktiak
maradtak, mig az ichijiku mutansok vertikalisan megnytltak. Az ichl t6bb, mint 13-szor
alacsonyabb kifejez6dést mutatott a Asnbl-ben a vad tipushoz képest, valamint egy
masik, még le nem irt metiltranszferaz is hasonloképpen alulexpresszalt volt a

mutansban, igy nem kizart, hogy az snbI kdzvetve részt vesz ezek szabalyozasaban.
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A reaktiv oxigéngyokok semlegesitésében kozre jatszo enzimek kozil tobb
mutatott megvaltozott expressziot a Asnbl torzsben. Példaképpen, a katalaz
feliilexpresszalt a mutansban. Ez egybecseng a tioredoxin delécids mutans Aspergillus
nidulans tdmlésgombaban megfigyelt megndvekedett katalaz aktivitassal, ami egytitt jart
a mutans torzs novekedési defektusaval és differencialatlan reproduktiv struktarak
képzésével (Thon és mtsai., 2007). A kiils6 behatdsok vagy a normal anyagcsere
eredményeként keletkezé ROS karos lehet a kiilonboz6 sejtdsszetevokre, ezért a sejteken
beliili redoxireakciok kiegyenlitésére a gombakban komplex stresszvalasz utvonalak
jottek 1étre (Yaakoub ¢és mtsai., 2022). Amellett, hogy a ROS az aerob anyagcsere karos
mellékterméke, egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy egy meghatarozott szintjiik
sejtdifferencialodast valthat ki (Aguirre és mtsai., 2005; Hansberg és mtsai., 2008; Scott
¢s Eaton, 2008). A NADPH-oxidazok (NOX) altal generdlt ROS részt vehet a
sejtdifferencialodast eldsegitd jelatviteli folyamatokban (Takemoto és mtsai., 2007).
Azonban, az adataink alapjan a NOX gének expresszidja nem valtozott meg a Asnbl
mutansokban, ellenben a Asnbl-ben a ROS-semlegesitd enzimeket kodold gének
megnovekedett expresszios szintje a cellularis oxidativ kornyezet felborulasahoz
vezethet, ami kozvetve szerepet jatszhat a Asnbl termdtestekben a differencialédas
elmaradasaban.

A proteadz-inhibitorok koz¢ sorolt, kalap-specifikus cospinek alulexpresszaltak a
Asnbl torzsben. A proteaz inhibitorok alapvetd élettani szerepet toltenek be a
gombasejtek életében, példaul a védekezésben és a tapanyagok ujrahasznositdsdban
(Saboti€ és mtsai., 2012). A cospineket kezdetben gy jellemezték, mint a ragadozok és
parazitdk elleni védelemben résztvevd fehérjék (Saboti¢ €s mtsai., 2012). Lehetséges
azonban, hogy a sejten beliili szerin-protedzok aktivitisanak szabalyozasdval kettds

crer

¢s Kos, 2016).

A C. cinerea viasz-szintazok koziil tobb is jelentdsen alulexpresszalt a Asnbl
torzsben. Ezek az enzimek olyan viasz-észterek eldallitasaban vesznek részt, amik a
novények hidrofob kutikula rétegének fontos alkotoi, ami véddgatként szolgal a biotikus
¢és abiotikus stresszel szemben (Li és mtsai., 2018). Gombakban még nem végeztek a
viasz-szintazokkal kapcsolatos funkciondlis vizsgalatokat, de feltételezhetéen a

novényekéhez hasonld szerepet jatszhatnak a gombékban is.
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A transzkriptomikai adatsorban azonositott gének egy része mar korabban is
leirasra keriilt a szakirodalomban, mint hogy szereplik lehet a termotestképzés
folyamataban, azonban az eredményeink szamos olyan tovabbi génre is ramutattak, amik
szerepét korabban még nem hoztak 6sszefiiggésbe a soksejtli strukturak kialakitasaval és
szoveti differenciacioval, vagy csupan kozvetett bizonyitékok voltak erre (mint példaul
lektinek, hidrofobinok). Arra szamitunk, hogy ezek a gének igéretes célpontjai lehetnek
tovabbi, a termdtestfejlddést és -differenciaciot vizsgald kutatdsoknak. Ezen tilmenden,
ajelen, Asnb1 és vad tipust torzsek dsszehasonlitdsan alapuld transzkriptomikai adatsort
kiegészitve tovabbi, késObbi termdtest-fejlodésbeli stddiumokkal, az egyes
szovetspecifikus géneket markerként hasznalva akar a széveti differenciacié folyamata is
lemodellezhetévé valhatna.

A filogenetikai elemzés ramutatott arra, hogy az SNB1 homolégjait szinte az
Osszes, a vizsgalatba bevont bazidiumos gombafaj tartalmazza (ami aldl csak a
Dacrymycetes ¢és Tremellomycetes fajok jelentettek kivételt), azonban a C. cinerea snbl
homologok termdtestképzés sordn mutatott expresszids mintdzata nem mutatott
hasonlésagot az snbl-vel, emiatt a fokuszunk a C. cinerea snbl-t is magaba foglald
ortocsoportra irdnyult. A szakirodalombol elérhetd transzkriptomikai adatsorokat
felhasznalva Osszevetettiik az ortocsoport tobb tagjanak a termdtestképzés soran mutatott
expresszis dinamikajat, amik nagyfoku hasonlésagot mutattak a C. cinerea snbl-nél
leirtakkal: Az 0sszes vizsgalt snbl ortolog nagymeértékii expresszids ndvekedést mutatott
a termOtest korai stddiumaiban, ami sokszor végigkisérte a késdbbi fejlodési stadiumokat
is. Mivel az snbl termdtestfejlodés sordn mutatott expresszids mintazata nagyon pontos
indikatora volt az egyedfejlodésben betdltott szerepének, ezért azt a kovetkeztetést tudtuk
levonni, hogy az azonositott “snb” ortocsoport tagjai alapvetden sziikségesek lehetnek a
termOtestfejlddéshez és a szovetdifferencidcidhoz. A nagyfokl konzervaltsag ellenére az
SNB1 nem tartalmaz ismert funkcidjt, konzervalt doméneket.

Az SNBI filogenetikai konzervéltsaga, szerkezeti tulajdonsagai €s a hianyaban
tapasztalt fenotipusbéli elvaltozadsok egyértelmiiek, azonban a sejtekben betoltott
funkcidjara sokkal nehezebb kovetkeztetni. Szerkezeti becslések alapjan az SNB1 egy 7-
transzmembran hélixb6l allo6  sejtmembran fehérje (10. dbra). Ez alapjan
transzporterként, csatornaként vagy receptorként funkciondlhat, azonban pontos
szerepének meghatdrozasa tovabbi kutatasokat igényel, mivel a tipikus transzporterek és
ioncsatorndk altalaban ennél tobb transzmembran doménnel rendelkeznek, mig a G-

fehérje kapcsolt receptorok 7-transzmembran doménbdl 4allnak, de klasszikus
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osztalyozasi rendszeriikbe az SNB1 nem illesztheté be. Az SNB1 pontosabb funkciojat
¢és a G-fehérjékkel vald kapcsoltsagat a jovOoben fehérje-fehérje kolcsonhatas
vizsgalatokkal lehet részletesen feltarni, mint amilyen pl. a bimolekularis fluoreszcencia

komplementacio.

------

a termotestfejlodés végso, egyben legfontosabb allomasara, a sporaképzés vizsgalatara
iranyultak, amelyek sordn célunk a spdrageneziskor lejatsz6dd folyamatok
transzkriptom-alapu jellemzése volt. Mig a magasan konzervalt meiotikus gének jol
ismertek és széles szakirodalommal birnak (pl. Anderson és mtsai., 2012; Burns és mtsai.,
2010), addig a meiozist kovetd genetikai folyamatok alig ismertek a bazidiumos
gombakban. Emiatt a sporaképzés vizsgalatara irdnyuld transzkriptomikai adatsor
megalkotasandl kiilonos hangsulyt fektettiink a poszt-meiotikus folyamatokra, mivel ezek
jellemzése a szakirodalomban korlatozott. Ehhez hdrom egymast kovetd stadiumot
vontunk be, ahol az I. és II. stddiumban a meidzis megy végbe, illetve fejezddik be, mig
a III. stadiumban azonban mar a poszt-meiotikus folyamatok érvényesiilnek.

A meiotikus gének iddrendi kifejezddése szigortian szabélyozott. Ezért egy
részletesebb, a gametogenezisre fokuszald adatsorhoz (Burns és mtsai., 2010) illesztettiik
a sajat transzkriptomikai eredményeinket, hogy egy részletesebb felbontasu képet
kapjunk az egyes folyamatok idOrendiségérdl. Varakozasaink szerint a Burns-féle
transzkriptomikai adatsor meiozis II. fazisat lefedd klaszterei nagy atfedést mutattak az
altalunk meghatérozott I. és II. stddiumban expresszios csticsot mutatdé DEG-ekkel, mig
a legkisebb atfedést az I.-t6l a III. stddiumig folyamatos expresszids novekedéssel
jellemezhetd DEG-ek mutattdk, ami jo indikatora annak, hogy ezek jelentds része mar
valdban csak a meidzis végét kovetden kezd el expresszalodni, igy jellemzésiikkel atfogd
képet kaphatunk a sporaképzés posztmeiotikus lépéseit meghataroz6 molekularis
eseményekrol.

A DEG-eket a sporaképzés soran mutatott expresszids mintazatuk alapjan ot
profilba csoportositottuk, ezzel megkdnnyitve a génontoldgiai kifejezésekkel torténd
funkcionalis leirasukat.

Az . stddiumban expresszids csticsot mutatd DEG-ek a Profil 0-ba és Profil 1-be
rendezddtek, amelyeknél a vart szerint a sejtosztodashoz kothetd kifejezések teljes
garmaddja mutatott szignifikans dasulast (p = 0,05). Kiilondsképpen nagymértékii

dusulast mutattak a feromon-receptorok (koztiik két parosodasi €s két nem-parosodasi
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STE3 feromon receptor) - amiknek a kariogamia 1étrejottében és az azt kovetd események
szabalyozasaban lehet szerepiik (Jones és Bennett, 2011; Raudaskoski és Kothe, 2010).
A feromon-receptorok alapvetd szerepet jatszanak a kompatibilis monokarion
felismerésében, a dikarion fenntartasaban, valamint a monokarion hifadk egyesiilését
kovetd molekularis események szabalyozasaban (Jones és Bennett, 2011; Raudaskoski
¢és Kothe, 2010). A bazidiospora-képzddés soran a parosodasi tipusu feromon-receptorok
feliilszabalyozottsagat a Pisolithus microcarpus-ban is leirtdk mar (de Freitas Pereira és
mtsai., 2017). A nem-pdrosodasi tipusi feromon-receptorok szerepe a bazidiumos
termoOtestképzéd gombakban még tisztazatlan (James és mtsai., 2011), de jelenlétiik
sziikséges lehet a meidzisban és sporaképzésben, hasonloképpen a bazidiumos éleszto
Cryptococcus neoformans CPR2-hoz vagy a tomlésgomba Fusarium graminearum GIA1
nem-parosodasi tipusu receptorokhoz, amikrdl mar bizonyitottak, hogy sziikségesek a
meidzishoz és sporaképzéshez (Ding és mtsai., 2023; Hsueh és mitsai., 2009). Ezek
alapjan elképzelhetd, hogy a C. cinerea-ban taldlhatdé nem-pdrosodasi receptorok is
hasonl6 szerepet toltenek be. Az smc5/6 komplex tagjai is felillexpresszalodtak az 1.
stadiumban. Ez a komplex elengedhetetlen a kromoszomak stabilitasanak fenntartasaban,
valamint részt vesz a testvérkromatiddk homoldg rekombinacidval torténd DNS-
javitasaban (Gong és mtsai., 2021). Olyan transzkripcidval kapcsolatos GO-kifejezések
is disulast mutattak, amik elvalaszthatatlanok a sejtosztodastol. Ezekre példak azok a
DEG-ek, amik a Radl8 E3 ubikvitin-ligdzt, RNS-polimeraz alegységeket vagy az
»INDC80 kinetokor fehérje komplex” tagjait kodoljak. A riboszomaélis fehérjékhez
kothetd kifejezések dusulasa egybecseng azzal a megfigyeléssel, miszerint a riboszomalis
fehérjeket kodolo gének expresszidja jellemzden a meidzist megeldzden megemelkedik,
majd fokozatosan csokken a spéraképzés késobbi 1épései soran (Burns és mtsai., 2010;
Chu és mtsai., 1998). A C. cinerea genom mindkét membran inszertdza DEG-nek
bizonyult. A membran inszertdzok konzervalt enzimek, amik a sejtfelszini fehérjék
membranba val6 beagyazasaért felelnek (Vogtle és mtsai., 2022) és feltehetden a II. és
III. stadiumban kifejez6d6 transzmembran fehérjék sejtmembranba juttatdsat segitik.
Ennél a profilndl még ki kell emelniink a “prefoldin komplexet”, ami a citoszkeleton
Osszetevdinek transzportjaban vesz részt a sejtosztddas soran, valamint szerepiik van a
fehérjekonformacié kialakitasaban, a fehérje-homeosztazis szabalyozasdban és annak
fenntartdsaban (Milldn-Zambrano és Chavez, 2014) (17. abra).

Szakirodalmi adatok alapjan a sejtosztddasban résztvevé konzervalt gének

expresszios dinamikajat kiillon-kiilon is ellendriztiik. Ezek koziil szamos, az irodalom
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alapjan a meiozishoz nélkiilozhetetlen gén mar nem mutatott szignifikans expresszios
valtozast az altalunk vizsgalt stadiumokban [pl. az Mrel1 komplex tagjai (mrel I, rad50
¢s nbsl), a DNS szalkeresésben (strand invasion) részt vevé dmcl és rad5 1, vagy tovabbi
meidzis-asszocialt fehérjéket kodold gének (pl. spoll, rec8, hopl)] (Burns €s mtsai.,
2010). Azonban 45 konzervalt, sejtosztddashoz kdthetd gén szignifikans expresszioszint-
valtozast mutatott az adatsorunkban. Ezek tobb, mint 71 %-a a Profil 0-ba tartozott, ami
alatamasztja a sejtosztodashoz kothetd KOG- és GO-kifejezések reprezentaltsagat. A I1.
¢s III. stddiumban expresszids csucsot mutatd sejtosztodasban szerepet jatszo6 DEG-ek
egy része a meiozis befejezésében vesz részt (pl. polaris orsotest duplikacidja és
szegregacidja, kromoszoma-szegregacio), mig feltehetéen egy résziik mar a
posztmeiotikus mitdzis lebonyolitasaban fog részt venni.

A TII. stadiumban feliilexpresszalodo, poszt-meiotikus DEG-eket a Profil 4
foglalta magaba. A legmagasabb disulast a “szénhidrat-anyagcserében” résztvevd gének
tették ki. A C. cinerea-ban prediktalhaté Osszes CAZy negyede szignifikdnsan
feliilexpresszalddott a sporaképzés valamely stddiumaban. Ennek a GO-kifejezésnek a
dusulésa egybecseng korabbi, a sporaképzodést vizsgald kutatdsok eredményeivel, amik
a szénhidrat-anyagcseréhez tartozd gének funkciojat elsdsorban a tapanyag raktarozashoz
kototték (Burns és mtsai., 2010; Cai és mtsai., 2021). Ezzel szemben a mi eredményeink
alapjan a DEG-ek leginkabb a sejtfal-modositasban vesznek részt. Ilyenek az a-
amildzhoz hasonl6 aktivitast mutat6 glikozid-hidrolaz 13 csalad, aminek az dsszes, C.
cinerea-ban megtalalhat6 tagja DEG. Kordbban bizonyitottdk szerepiliket a gomba
sejtfalanak szerkezeti atszervezésében az a-gliikan szintézis és modosités altal (de Groot
¢és mtsai., 2009; van der Kaaij ¢és mtsai., 2007). A sejtfal szintézisben €s bontasaban,
atalakitasaban résztvevd enzimeket kodold gének nagyardnyu szignifikans
feliilexpresszigjanak biologiai magyarazataul szolgalhat, hogy ebben a stddiumban olyan
folyamatok jatszodnak le, amik a sejtfal intenziv szerkezeti atszervezddésével és
szintézisével jar. Ezekre példdk a bazidiumok kozti térkitoltd €s tartéfunkcioval bird
specializalt sejtek (cisztidak és pszeudoparafizisek) felfivodasa (Rosin és Moore, 1985;
Viragh és mtsai., 2022), a sterigmaképzddés, sporafelfuvodas és ezt kdvetden a spora
sejtfalanak megvastagodasa.

A transzporttal kapcsolatos, membran-asszocialt kifejezések is magasan dasultak.
A sporaképzeés soran mindenképp sziikség van a membrant felépité 1) komponensekre,
illetve membréanfehérjékre. Ezek koziil a transzporterek és receptorok kulcsfontossagu

szerepet jatszanak a fizioldgiai reakciok sorozatdban, példaul tapanyagok felvételében
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vagy a sejtek kozotti kommunikacioban (Barata-Antunes €s mtsai., 2021). Ezekhez a
kifejezéshez nagyon valtozatos funkcioval bir6 DEG-ek tartoznak, amik koziil a
legmagasabb expresszids kiilonbséget proton-pumpak, MFS-transzporterek, cukor-
transzporterek €s urea-transzporterek mutattak. Szamos bazidiumos gombéanal, igy a C.
cinerea esetében is a sporak az Un. Buller-csepp mechanizmussal 16kédnek le (Money,
2016). Ehhez, a sporaképzés soran a bazidium alsé felén egy vakudlum alakul ki, ami az
érés soran folyamatosan folyadékkal t6ltédik fel, mig a sejtplazma a tobbi sejtalkotdval
a felfivodo sporakezdeményekbe vandorol. Amikorra a sporak megérnek, a bazidiumot
szinte teljesen kitolti a vakudlum (Weber, 2002). A vakudlumbdl kidramlo folyadék a
sporak alatt felgylive hozza létre a Buller-cseppet, amin a feliileti fesziiltség
megszinésével mechanikailag 16kédik ki az érett spora (Money, 1998). Feltehetden a
vakuélum gyors, folyadékkal valo feltdltésére lehet sziikség az ozmolitokat aktivan
atjuttatd urea- €és cukor-transzporterekre (Ewaze és mtsai., 1978), a vakuolum és a
sejtplazma kozti pH-gradiens fenntartasaért pedig a proton-pumpék lehetnek feleldsek
(Weber, 2002).

Tovabbi magas dusuldst mutatd kifejezéscsoport tagjai a vas-ionnal voltak
kapcsolatosak, amikbe elsésorban a citokrém P450 enzimcsaldd tagjai tartoztak. A
gombdk citokrém P450 enzimcsalad diverzitdsa meghaladja az allatokét, ndvényekét és
prokariotakét (Shin és mtsai., 2018). Ezeknek az enzimeknek az aktiv centrumaban egy
hem kofaktor taldlhatd, és a legvaltozatosabb fizioldgiai funkcidkat latjdk el a sejt
¢letében, beleértve a belsd sejtkomponensek szintézisét, metabolikus melléktermékek
lebontasat, ergoszterol és masodlagos metabolitok szintézisét (Durairaj és mtsai., 2016;
Mori és Abe, 2023) és szerepiik lehet a melanin eldallitasdban is, ami késobb a sejtfalba
beépiilve a sporak jellegzetes szinét adja (Reyes-Ferndndez és mtsai., 2021). A vas-ionok
feltehetden felhalmozodnak a sporakban. Erre utal, hogy az egyik legmagasabb
expresszioszint valtozast mutatd DEG-ek ferritineket kddolnak. A ferritinek jelentds
mennyiségli vas-iont képesek lekotni, tarolni €s sziikség esetén felszabaditani, igy a
vashomeosztazis fenntartasanak egyik legfontosabb elemei (Wang és mtsai., 2016). Méas
eukariota fajokkal szemben a gombékban kevés ferritint kodolo gén talalhato, feltehetéen
amiatt, mert a felesleges vasionok a gombasejtekben 1évé vakudlumokban rakodnak le
(Arosio €s mtsai., 2017). A vas-ionok mar a legdsibb szervezetekben is nélkiilozhetelen
kofaktorként szolgalnak szdmos enzimatikus reakcioban, igy a vas felhalmozasdhoz
sziikséges molekulak mar ezekben is megtalalhatok, azonban a vas ujrafelhasznalasahoz

sziikséges molekularis apparatussal mar csak az eukariota soksejtlisek rendelkeznek
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(Wade és mtsai., 2021). A ferritinek sporakban valé felhalmozodéasat mar kimutattdk
korabbi kisérletek (Carrano és mtsai., 1996; David és Easterbrook, 1971), azonban a vas-
ionok ilyen formaban torténd felhalmozasdnak oka még tisztazatlan, valdszinileg a
csirazas soran a bioszintézisben résztvevd enzimek kofaktoraként szolgalhatnak (David
¢s Easterbrook, 1971).

kizardlag a meidzis 1€péseit vizsgaltak (Anderson €s mtsai., 2012; Burns és mtsai., 2010),
vagy a mintavételezés olyan tavoli stddiumokban tortént, hogy a fent targyalt,
posztmeiotikus 1épések ¢&s sporafelfuvodas soran gyorsan lezajlodd molekularis
folyamatok részletei lathatatlanok maradtak (Cai és mtsai., 2021; Chen ¢és mtsai., 2020;
de Freitas Pereira és mtsai., 2017; Liu és mtsai., 2022).

A sporaképzés soran lejatszodo folyamatok jellemzésén tal célul tiiztiik ki harom,
annotacioval nem rendelkezd vagy funkciondlisan ismeretlen gén reverz genetikai
analizisét. Azon talmenden, hogy bizonyitani akartuk ezeknek a géneknek a
sporulacidban betoltott szerepét, arra is torekedtiink, hogy magasan konzervaltak
legyenek és ipari termesztésbe bevont fajokban is rendelkezzenek ortologokkal. Annak
érdekében, hogy csokkentsiik annak esélyét hogy a sporulacid-defektuson til tovabbi,
nem kivant morfoldgiai elvaltozas is torténjen, kizardlag a lemezekben expresszalodo
géneket vizsgaltuk. A hiarom génjelolt mindegyikét sikeresen kititottiik a C. cinerea
genomjabol. A sporuldlni képes, vad tipusu torzs elfeketedd kalapjaval szemben a
ApSL23 mutans barna, mig a ApSL20 és ApSL51 mutdnsok fehér kalapt termdtesteket
hoztak létre. A ApSL23 tdrzs 96,2 %-kal kevesebb sporat tudott 1étrehozni a vad tipushoz
képest. A legtobb spora alaktanilag a vad tipushoz hasonlitott, de azoknal vilagosabbak
voltak és egy részilk abnormalis morfologiat mutatott. A ApSL51 esetében a
sporafelfuvodasig zajlo események megegyeztek a vad tipuséval, azonban a spordk nem
voltak képesek megérni, és a kalap autolizisét kovetéen nem lehetett kimutatni a
jelenlétiiket. Mind a pSL23, mind a pSL51 a III. stddiumban érte el az expresszids
csucsat. Szemben az el6z0 két génnel, a pSL20 a II. stddiumban mutatott expresszios
csticsot. A ApSL20 mutans lemezeit vizsgalva szinte csak csupasz, vagy sterigmakkal
rendelkezé bazidiumokat lattunk, és csupan elszorva tudtunk megfigyelni par
bazidiumot, ahol mar megkezdddott a sporafelfuvodas. Ez alapjan ugy gondoljuk, hogy
a ApSL20 mutansban mar a spérafelfivodast megel6zden elakadhatott a sporulacio, amit

a gomba képes lehetett kompenzalni bizonyos esetekben. A kalap autolizisét kdvetden a
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ApSL20 mutansokban sem tudtunk érett sporakat kimutatni. Tovabbi morfoldgiai
elvaltozast egyik mutans esetében sem lattunk.

A kései laska termesztésénél a tomeges sporuldcio tobbek kozott kifejezetten
sulyos egészségiigyi ¢és Okologiai kockazattal jarhat, ezért a P. ostreatus
termotestfejlodés-transzkriptomjaban is megvizsgaltuk ennek a két génnek az
expresszios mintazatat. Mindkét gén kizarolag a lemezekben mutatott detektalhatd
expressziot (Merényi €s mtsai., 2022). Ez alapjan azt feltételezziik, hogy szemben az
msh4-mutans SPOPPO torzzsel, a pSL20 és pSL51 gének kitlitése laskaban sem okozna
tovabbi morfologiai defektust a sporuldcion tal, ezért idealis jeloltek lehetnének
sporamentes ipari torzsek fejlesztésére.

A gombék sokoldalusdga miatt szdmos, az életlinket megnehezitd kihivasra
jelenthetnek megoldast, azonban a benniik 1€v6 lehetdségek feltarasdhoz nélkiilozhetetlen
az evolucidjukat és biologidjukat meghatarozd genetikai halozat atfogd megértése,
aminek kulcsfontossdgu elemei a még felfedezésre vard konzervalt gének lehetnek. A
dolgozat eredményei jol szemléltetik, hogy a konzervalt, annotalatlan gének olyan
alapvetd bioldgiai folyamatokban vehetnek részt, mint pl. a szoveti differenciacio. Mivel
szereplikre legfeljebb csak konzervaltsaguk, expresszids mintazatuk, és az altaluk kodolt
fehérje szerkezeti becslése alapjan (pl. szignalszekvencia, transzmembran domének
megléte) vazolhatunk fel egy eldzetes képet. Vizsgalatuk emiatt nem konnyti, azonban a
pontos szerepiik feltarasara iranyuld kutatdsokra 6sztonzdleg hathat, hogy ezek a gének
jelenleg még ismeretlen molekuléris folyamatokban és jelatviteli utvonalakban vehetnek

részt, és akar komplett, 0j géncsaladok tagjai lehetnek (Durairaj €s mtsai., 2023).
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6. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek, Nagy Laszlénak és
Galgoczi Laszlonak, akik lehetdséget biztositottak a doktori munkdm elvégzésére.
Egyiittes témavezetésiiknek koszonhetden ralatast kaphattam, hogy ugyanazt a teriiletet
mennyire kiilonb6zo aspektusbdl lehet megkozeliteni €s korbejarni. A biztos alapok
mellett teret engedtek arra, hogy kiprobalhassak 1j dolgokat, ezaltal értékes
tapasztalatokat szerezhessek. Mindig halas leszek nekik, amiért bizalommal, tiirelemmel
¢s folytonos tamogatassal mutattak utat a szakmai fejlédésem soran és segitettek eljutni

ehhez a mérfoldkohoz.

Nagy koszonettel tartozok a Gomba Genomika és Evoltcio kutatocsoport valamennyi
jelenlegi és volt tagjanak, akik szakmai és barati tamogatasara barmikor szamithattam.

Koszonettel tartozok Merényi Zsoltnak, Balint Baldzsnak ¢és Hegediis
Botondnak a bioinformatikai analizisekben nyujtott munkdjukért, valamint lelkes,
készséges €s tlirelmes tanitgatdsukeért.

Halas vagyok iroda- ¢és labortirsaimnak, Neha Sahunak, Xiao-Bin Liunak,
Csernetics Arpadnak, Viragh Maténak és Zhihao Hounak, amiért befogadtak,
befliszerezték a mindennapokat és még a nehezebb iddszakokban is mellettem {iltek.
Maténak kiilon koszondm, hogy a csoporthoz csatlakozdsomkor segitett elsajatitani a
kisérletes munkak alapjait és utdna is szamithattam a tanacsaira. Zhihaonak kdsz6ném a
time-lapse felvételek felallitasaban nyujtott segitségét, valamint neki és Neha-nak, hogy
sorskozosséget vallaltak velem a doktoranduszi évek soran.

K6szondm Abraham Editnek a kedvességét és segitségét a fluoreszcens
mikroszkopias felvételek készitésénél.

Végezetiil, nagy koszonettel tartozok csaladomnak, koztiik Anyukdmnak és
Simonnak feltétlen szeretetiikért és folyamatos biztatasukért, barataimnak, amiért velem
egyiitt lelkesedtek, valamint Aron paromnak, aki mindig végtelen kedvességgel és
megértéssel kisért végig.

Tobb részbdl felépiild doktori kutatasom az innovacids €s technologiai minisztérium
Kooperativ Doktori Program doktori hallgatoi 6sztondij programjanak és Uj Nemzeti
Kivalosadgi Programjanak a nemzeti kutatdsi, fejlesztési €s innovacids alapbol
finanszirozott szakmai timogatisaval késziilt (KDP-17-4/PALY-2021, UNKP-19-
3/2019).
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9. Magyar nyelvu osszefoglalo

A mikroszkopikus gombak mellett a bazidiumos gombék is rendkiviil nagy ipari
potenciallal birnak, €s sokoldalusaguk miatt megoldast jelenthetnek a jelen kor szamos
kihivasara. Azonban ennek kiakndzasdhoz elengedhetetlen a fejlédésbioldgiajukat
meghataroz6 genetikai haldézat minél alaposabb ismerete, ami jelenleg még hidnyos,
részben a genomokban taldlhatdé ismeretlen funkcidval bird, sok esetben teljesen
annotalatlan gének magas aranya miatt. Jelen doktori munka soran a termotestfejlodés
kezdeti és végso fejlodési 1épéseit vizsgaltuk, kiilonos tekintettel a konzervalt, ismeretlen
funkcidval bird és annotalatlan génekre.

Két kiilonbozo aspektusbol vizsgaltuk meg a termotestfejlodésben résztvevo
géneket. Egyfel6l megvizsgaltuk a feltehetden sejtfelszini receptorokat kodold, a
termOtest inicidcidja sordn feliilexpresszalt géneket, masfelél RNS-szekvenalassal
feltartuk a sporaképzés posztmeiotikus 1épéseit.
sejtfelszini receptorok, mivel az allatok genomjaban kodolt G-fehérje kapcsolt receptorok
(GPCR) szama korrelal a testszervezddésiik komplexitdsaval. Ez a tendencia azonban
nem figyelhetd meg a komplex soksejtli termOtesteket létrehozni képes gombak és a
jelenleg ismert, kisszamu GPCR kozott. Ezért megvizsgaltuk a bazidiumos gombakban
konzervalt, prediktalt 7-transzmembran doménnel rendelkezd fehérjéket (p7TMP), amik
szerkezetileg nagy hasonldsdgot mutatnak a GPCR-ekkel és kifejezddési mintazatuk
alapjan fontos szereppel birhatnak a termdtestiniciacioban és -differenciacioban. Korabbi
szakirodalmi adatok és sajat expresszios adatsorokat kombinalva kivalasztottunk harom,
a termdtest-iniciacio soran feliilexpresszalodd konzervalt p7TMP-t, amik biologiai
szerepét reverz genetikai vizsgalattal hataroztuk meg. Ehhez az egyik legkorszeriibb és
legpontosabb génszerkesztési eszkozt, a CRISPR/Cas9-t alkalmaztuk a bazidiumos
modellorganizmusként hasznalt tintagomba fajban, a C. cinerea-ban.

A hérombdl két p7TMP delécids (p7TMPO6 és p7TMP79 ) mutans kifejezetten
érdekes morfologiai elvaltozdsokat mutatott. A p7TMP06-0os mutans esetében a
primordiumok tomegesen novekedtek. Ebben a mutansban feltehetden nem érvényesiilt

az a gatlé mechanizmus, ami lehetdvé tenné, hogy csupan par primordium fejlédhessen
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tovabb. Ennek kdvetkezményeképpen ez a torzs nem tudott érett termotesteket 1étrehozni,
feltehetden a tdpanyagok primordiumok kozti elaprozodasa miatt.

Egy tovéabbi, a p7TMP79 delécidés mutans torzs a szakirodalomban eddig le nem
irt morfoldgiai jellegekkel rendelkezd termdtesteket hozott 1étre. A fehér, szférikus
primordiumokban a differenciacié szinte teljes egészében elmaradt. A deléciés mutans
hogolyo-szerti fenotipusa miatt a kititott gént az angol snowball (hogoly6) utan snbl-nek
neveztiik el. A Asnb1 torzs belso szovetekkel nem rendelkezd termdétestei lehetdvé tették
a szoveti differencidcioban résztvevd gének azonositasat. Ehhez a vad tipusu és a Asnbl
torzsek korai termotestfejlodési stadiumait, a szoveti differenciacio elott all6 masodlagos
hifacsomoékat és a vad tipust torzsben a differenciacié kezdeti 1épésein atesett elsod
stadiumu primordiumokat hasonlitottuk dssze transzkriptomikai eszkoztar segitségével.
Ezernél is tobb szignifikdnsan kiilonb6z6 expressziot mutatd gént (Differentially
Expressed Gene, DEG) tudtunk azonositani, amik koziil tobb, mint 200-nak az ortologja
mas bazidiumos gomba fajokban is megtalalhato ¢és feliilexpresszalodik a
termoétestképzés soran. A Asnbl-ben alulexpresszalt DEG-ek egy jelentds része a
termotestinicidcidban vett részt, és egy résziik termotestfejlédésben betoltott szerepét
szakirodalmi eredmények is alatamasztottdk. A DEG-ek vizsgalataval szdmos olyan
géncsoportot tudtunk azonositani, amiknek jelentds szerepe lehet a termdtestképzés soran
lezajlé biologiai folyamatok lebonyolitdsdban ¢€s szabalyozasdban. Filogenetikai
vizsgalatok eredményeképpen azt lattuk, hogy az SNB1 magasan szinten konzervalt mas
bazidiumos gomba fajokban is, és az SNB1 ortocsoport egy eddig nem ismert, Uj
géncsaladot alkot. Az snb géncsalad mas tagjai is nagyon hasonld expresszids dinamikat
mutattak mas bazidiumos gombafajok termdtestfejlodése soran, ami alapjan
feltételezziik, hogy elengedhetetlen szereppel birnak a bazidiumos gombak

Tovabbi kutatdsaink fokusza a termdtestfejlodés végsd, egyben legfontosabb
allomasara, a sporaképzés vizsgalatara iranyult, amely sordn a sporuldcid soran
lejatsz6do folyamatok transzkriptom-alapt jellemzése volt a célunk. Kordbbi, a
sporulacidval kapcsolatos kutatasok elsdsorban a haploid magokat létrehozé meidzis
1épéseit vizsgaltak. A jelenleg forgalomba hozhatdé spdéramentes ipari laskatdrzsben
(SPOPPO) a sporulacio elmaradasanak hatterében is egy meiotikus gén (msh4) mutacioja
all, azonban a spoérdk hidnya mellett mas, az értékesitést kedvezdtleniil befolyasolo
morfologiai elvaltozasok is megfigyelhetdek. Emiatt, kutatdsunk sordn célunk volt a

sporaképzés meiotikus 1épései mellett a posztmeiotikus folyamatok jellemzése is. Ehhez
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szintén a C. cinerea-t valasztottuk modellorganizmusnak, mivel laboratériumi
koriilmények kozott viszonylag konnyen fenntarthato és gyorsan novekedo faj, aminek a
bazidiumai magas ardnyban mutatnak szinkront a sporafejlédés soran. Mindezek miatt
egészen nagy felbontasban tanulmanyozhatoak az egyes fejlddési stadiumok. Osszesen
harom fejlodési stadiumot vontunk be a transzkriptomikai analizisbe, a meidzis I.
fazisanak végétodl egészen a sporakezdemények felfivodasaig. Ezaltal le tudtuk fedni a
mar ismert meiozis folyamatanak egy részét és betekintést nyerhettliink az azt kdvetd
molekularis eseményekbe is. A magas dusulast mutatd génfunkciok alapjan tobbek kozott
azt lattuk, hogy a sterigmaképzddés és sporafelfuvodas sordn intenziv sejtfal-szintézis €s
-atszervezés torténik. A megfigyelt sok transzportert kodold gén valoszinlileg a
bazidiumon beliil névekvé vakudlum létrehozasaban vehet részt, amibol szarmazo
folyadék a spdrdkat mechanikailag levalaszté Buller-cseppet fogja 1étrehozni.
Transzkriptomikai szinten is meg tudtuk erdsiteni azt a korabbi megfigyelést, miszerint
a spordkban nagy mennyiségii vas-ion halmozodik fel, amit feltehetéen a hem-kofaktorral
rendelkezd enzimek fognak felhasznalni a csirdzas soran.

Az adatsorunk alkalmasnak bizonyult olyan génjeloltek azonositasara, amik
gombatorzsek fejlesztésére is. Ezt az elképzelésiinket kisérletesen is bizonyitottuk, ami
soran azonositottunk harom olyan ismeretlen funkcidju vagy annotélatlan gént, amik
jelentds expresszidszint-novekedést mutattak a posztmeiotikus stadiumokban €s magasan
sporamentes C. cinerea torzseket tudtunk eldallitani, amik nem szenvedtek mas, 1athato
morfologiai defektusoktol. A mikroszkdpos vizsgalatok bizonyitottdk, hogy a mutaciok
nem érintették a meiodzist. Az egyik mutans torzs esetében jelentdsen kevesebb spora
termelddott, mig a masik két delécios torzs esetében megkezdddott a sporak felfuvodasa,
de végiil nem tudtdk befejezni az érésiiket €és a kalap autolizisét kovetéen nem lehetett
sporakat kimutatni a lemezben. Ezeknek a géneknek az ortologjai jelen vannak olyan
mas, ipari termesztésbe bevont bazidiumos gomba fajok genomjaban is, mint pl. a kései
laska. Ennél a fajnal a tomeges sporulacié nagy gondokat okoz a beltéri termesztés soran,
valamint sulyos egészségiigyi és Okologiai kovetkezményekhez vezethetnek. Ezért, a
sporamentes C. cinerea torzsek eldallitasdhoz valasztott gének ortologjai igéretes jeldltek

lehetnek ipari sporamentes gombatdrzsek célzott eldallitdsahoz is.
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10. Summary in English

Beside microscopic fungi, basidiomycete macrofungi also have extraordinary industrial
potential, and due to their versatility, they could offer solutions to many recent challenges.
However, to realize this potential, a thorough understanding of the genetic networks that
determine their developmental biology is essential. This understanding is currently
incomplete, partly due to the high proportion of genes in their genomes with unknown

functions that are often completely unannotated.

In this PhD thesis, we investigated the initial and final steps of fruiting body development,
with special attention to conserved, unannotated genes and genes without known
function. We studied genes involved in fruiting body development from two different
aspects. First, we investigated genes encoding putative cell surface receptors that are
overexpressed during fruiting body initiation, and second, we used RNA sequencing to

uncover the post-meiotic steps of sporulation.

Cell surface receptors seemed to be a particularly promising target for studying the
differentiation of fruiting bodies, since in animals the complexity of body organization
correlates with the number of G protein-coupled receptor (GPCRs) genes in their
genomes. However, this trend is not observed in fungi that are capable of forming
complex multicellular fruiting bodies, as we currently know only a handful of GPCRs
from fungi. Therefore, we investigated conserved proteins in macrofungi with predicted
7-transmembrane domains (p7TMP), which are structurally similar to GPCRs and may
play a crucial role in the initiation and differentiation of fruiting bodies. By combining
previous literature data with our own expression datasets, we selected three conserved
p7TMPs that are overexpressed during fruiting body initiation and attempted to determine
their possible role by reverse genetic analysis. For this purpose, we have used one of the
most advanced and precise gene editing tools, CRISPR/Cas9, in the ink cap mushroom
species Coprinopsis cinerea, which has long been used as a basidiomycete model

organism.

Two out of the three p7TMP deletion mutants showed morphological alterations. In the
p7TMP06 mutant, primordia grew in abundance, suggesting that the inhibitory
mechanism allowing the development of only a few primordia may not have been

effective. Consequently, no mature fruiting bodies could be formed probably due to the
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incorrect nutrient distribution. Another deletion mutant, the Ap7TMP79 strain produced
fruiting bodies with previously undescribed morphological characteristics.
Differentiation was almost completely absent in the white, round primordia. Due to the
striking phenotype of the deletion mutant, we have named the deleted gene “snbl”, after
“snowball”. The Asnbl strain produced fruiting bodies without internal tissue, which
allowed us to identify genes involved in tissue differentiation. By comparing the
transcriptomes of very early developmental stages of fruiting bodies, of secondary hyphal
knots prior to tissue differentiation, and of first-stage primordia undergoing initial
differentiation in the wild-type strain, we identified more than a thousand significantly
differentially expressed genes (DEGs), of which more than 200 had developmentally
regulated orthologs in other Basidiomycetes. The study of DEGs allowed us to identify
several groups of genes that probably play an important role in the processes underlying
the formation and regulation of fruiting bodies. Phylogenetic analyses revealed that snb/
is highly conserved in other Basidiomycetes, and the snb/ orthogroup forms a previously
unknown, new gene family. Further members of the snb gene family in other macrofungi
also showed very similar expression dynamics to C. cinerea snbl during fruiting body
development, suggesting an essential role in the initiation and differentiation of

macrofungal fruiting bodies.

Our further research focused on the last and most important phase of fruiting body
development, the study of sporulation processes, with the aim of a transcriptome-based
characterization of spore formation. Previous research on sporulation primarily
investigated the steps of meiosis that produce haploid gametes. In the commercially
available sporeless industrial strain (SPOPPO), the lack of sporulation is due to a
mutation in the meiotic gene msh4, but in addition to the lack of spores, other
morphological defects unfavorable for commercialization are also observed. Our aim was
therefore to investigate not only the meiotic steps during spore formation but also the
post-meiotic processes. Again, we chose C. cinerea as a model organism because it is
relatively easy to maintain and grows rapidly under laboratory conditions, with basidia
showing high synchrony during spore development, allowing detailed study of individual

developmental stages.

We have included three developmental stages in the transcriptomic analysis, ranging

from the end of meiosis I to the inflation of spore initials. This allowed us to cover part
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of the known meiotic process and gain insight into the subsequent molecular events.
Based on the highly enriched gene functions, we were able to determine that intensive
cell wall synthesis and restructuring takes place during sterigma formation and spore
inflation. Genes encoding numerous transporters are probably involved in the formation
of vacuoles in the basidia, from which the fluid forms the Buller’s drop that mechanically
discharges the spores. Furthermore, at the transcriptomic level, we were able to confirm
the earlier observation that a considerable amount of iron ions accumulate in the spores,

which is potentially utilized by enzymes with heme cofactors during germination.

In addition, our dataset proved to be suitable for identifying gene candidates whose
deletion could hinder spore formation, providing a valuable resource for the development
of industrial sporeless strains. In testing this concept experimentally, we identified three
genes with unknown functions that are not yet annotated, whose expression levels
increase significantly in post-meiotic stages and that are highly conserved in other
Basidiomycetes. By disrupting them, we have successfully generated C. cinerea strains
with reduced or completely absent spore production that have no other visible
morphological defects. Microscopic examinations confirmed that the mutations did not
affect meiosis. In one mutant strain, significantly fewer spores were produced, while in
the other two deletion strains, spore inflation began but they could not complete their
maturation, and no spores were detectable in the cap after autolysis. The orthologs of
these genes are present in the genomes of other Basidiomycetes used in industrial
cultivation, such as the oyster mushroom. The massive spore formation of this species is
a major problem when grown indoors and can lead to serious health and ecological
consequences. Therefore, the orthologs of the genes selected for sporeless C. cinerea
strains may be promising candidates for the targeted development of industrial sporeless

mushroom strains.
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12. Fiiggelékek

1. fiiggelék: A kisérletek soran hasznalt primerek és gRNS-ek listaja:

Gibson Assembly
soran hasznalt
primerek

Primer szekvencia

p7TMP06_DHA_fwd

TCGTCGGAGGAAAGATGCCAGAAGAATGGTGAAGACAGTGACGAACTTTCCTT
CTCTCT

p7TMP06 _DHA rev

GGCTGCCCGTGAAGCCGTTTAAATGAAGTTGGAAACATGGAATTCTTCTGCAGA
CTGTGG

p7TMPO6_UHA_fwd

CTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTTCTGTGAGTTACAGCCGCTTGGAACTCCT

p7TMP06_UHA_rev

GGCACAGAGTCCAGAAATTACTGAGAACAAGTAATACCAGGTCTGAACGCAAG
AAACTGG

p7TMP79 DHA_fwd

AGGTCTTCGTCGGAGGAAAGATGCCAGAAGAAAGACGGTGAACCCCTTTCTGA
TTCGG

p7TMP79_DHA rev

CTGCCCGTGAAGCCGTTTAAATGAAAGCCCGCCTTTACCATAAATACTCTTCTT
GAGTG

p7TMP79 UHA fwd

CTTGCATGCCTGCAGGTCGACTGCAGTTGGTCAAAACCCGTCAAGTGATGG

p7TMP79 UHA rev

TGGCACAGAGTCCAGAAATTACTGAGAACCGGCATCTAAAGAGCCAGGAAGAC
AGC

p7TMP92_DHA_fwd

TCTTCGTCGGAGGAAAGATGCCAGAAGAACGACACTATGCCCCACCATTACAC
CAC

p7TMP92 _DHA rev

GCTGCCCGTGAAGCCGTTTAAATGAAGATGACTCTGCAGTGAACGATGTCATTA
CGGTAG

p7TMP92_UHA_fwd

CTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCGAAGAGTGGCTGCAAGTTTATTTCAAAAGAC
ACTCC

p7TMP92 _UHA rev

TCCTGGCACAGAGTCCAGAAATTACTGAGAACAAAGGCGGCCTAAGTCAGGAC
TTTTCG

p7TMP92_UHA_rev

TCGCTGCTCTCAACGCTCCTTCAGTTGCTTCGAAAGGCGGCCTAAGTCAGGACT
TTTCG

PABA fwd

GTTCTCAGTAATTTCTGGACTCTGTGCCAGGA

PABA rev

TTCTTCTGGCATCTTTCCTCCGACGAA

pSL450751 DHA_fwd

TCGTCGGAGGAAAGATGCCAGAAGAAACAAGAAACAGTGGGACCACACTCCTC
T

pSL450751_DHA _rev

GGCTGCCCGTGAAGCCGTTTAAATGAACTTCATGTCGGACGCTCCGTCGT

pSL450751_UHA_fwd

CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTTGCCTCTCGCGTTTCTGTCGACACT

pSL450751_UHA _rev

GCTCTCAACGCTCCTTCAGTTGCTTCGGCCGTCTCGAAGTCGTCGTGGC

pSL461720 DHA_fwd

TTCGTCGGAGGAAAGATGCCAGAAGAACGACTGTCGAAAAGTCGCTTAAAAAG
CTGGG

pSL461720 DHA rev

GGGCTGCCCGTGAAGCCGTTTAAATGAATGTGATCCTGAATAGCTTTGGCTCCG
TC

pSL461720 DHA rev

AACGAAGAAAGAAGACGGTGAAAGGAAATGTGATCCTGAATAGCTTTGGCTCC
GTC

pSL461720 UHA_fwd

CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTGGTTTTGAAGTGCAGATTAAACTGGACG
CTCG

pSL461720 UHA _rev

GCACAGAGTCCAGAAATTACTGAGAACAAACGCCTTTTGTGACTCTGGTTCACT
GG

pSL482223 DHA_fwd

CCAGGGATCACTCGGGAAGTGGCTACTCAGCTGAGAAATTTGGAGACATTGTC
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CCCGACA

pSL482223 DHA rev

TACAACGAAGAAAGAAGACGGTGAAAGGAAATGGAGGGTACGGTAGCCTCCG
AG

pSL482223 UHA fwd

CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTATGTTGGGACGCTGTGACGGATTTGG

pSL482223 UHA rev

AGTGCCATACTGTCTGTACGGAGCAGCCACTGAAGTCGGACCCTCTACGTTGTC
CcCcC

pUCI19 linear fwd

CTAGAGGATCCCCGGGTACCGAG

pUCI19 linear rev

AGTCGACCTGCAGGCATGCAAG

Mutacié ellenérzésére
szolgalé primerek

Primer szekvencia

PABA_inner 250bp_rev

AAGCTCGATTTGGTCGAATGACAAACAAACGAG

PABA fwd

GTTCTCAGTAATTTCTGGACTCTGTGCCAGGA

PABA rev

TTCTTCTGGCATCTTTCCTCCGACGAA

p7TMPO06_checking fwd

CTCTTTTAGTGTCCATTTCTAGACGTCCAAGATATGTCCAATTT

p7TMPO06 checking rev

TGAGTTTGTGCGAAAGACCTTCAATAAAGCAAATTCATTCAAGTTAG

p7TMP79 checking fwd

TGGCCGTAAAAGCAACTGTGAGATAGTACCTTGTCA

p7TMP79 checking rev

TCTAACAAGACGGAAGGCATGTTCACAACTGTCGA

p7TMP92 checking fwd

TCAAAATCGAAAATTGTTCCCCCTGTCGCCAATAG

p7TMP92 checking rev

CCAAACTTGACCCCATCAAGTATTGGTTTAAGCAGAAAC

pSL20 checking fwd

CAAATTCAATTGGCAGTAAAATAAGGGTTGGTTAACTTGCGT

pSL20 checking rev

AGGTGTCGCTATCGGCTGATAATAGGTTGGA

pSL23 checking fwd

GGCTCAACCCAAGGACATGGTTGTCTGTCGTGAAGG

pSL23 checking rev

CGGTAGATACCGGCGTAGTACCAGGTCCCTTCG

pSL51_checking fwd

ACATCTACAGTTGGAACCAGTGTCGCACG

pSL51_checking rev

TCTCGACTTCCTGGAGCTCCCCATGG

gRNS

gRNS szekvencia

p7TMP06_gRNS

UUACUUCAACCAUUACCGGA

p7TMP79_gRNS

AUGCCGUGGUACUCUGGGAU

p7TMP92_gRNS

AUACCUACGUGGUCACGGAU

pSL20_gRNS

GCGUUUACUACGCAUAUACC

pSL23_gRNS

CCGACUGUAGACCAACUCAU

pSL51_gRNS

GACGGCUCAUACAGAGUUCA
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2. fiiggelék: A Asnbl és vad tipusi torzsek micéliumanak novekedési ratajanak
statisztikai kiértékelése kéttényezos ANOVA alapjan, a JASP szoftver kiemenete

alapjan.
ANOVA
Osszehasonlitott | Négyzetetek | Szabadsagi | Négyzetek | F- rték )
tényezok osszege fokok szama atlaga érték | 7 N
Torzs 8,906 3 2,969 | 0,873 0,46 | 0,012
Téptalaj 484,185 3 161,395 | 47,457 2,894 1106- 0,664
Torzs ¢ Taptalaj 18,18 9 2,02 | 0,594 0,797 | 0,025
Rezidualis 217,657 64 3,401
Vizsgalt . . Replikak 1 s Standard Szoérodasi
torzsek Taptalaj szama Atlag Szoras hiba egyiitthaté
Asnbl 1 C_Fries 51 21,583 1,916 0,857 0,089
Fries 5 14,88 2,296 1,027 0,154
N_Fries 5 14,4 1,011 0,452 0,07
YMG 5 15,667 1,821 0,814 0,116
Asnbl 11 C Fries 5 21,1 1,519 0,679 0,072
Fries 5 15,1 3,197 1,43 0,212
N_Fries 14,533 1,47 0,658 0,101
YMG 16,167 2,155 0,964 0,133
Asnbl 111 | C_Fries 51 21,117 1,198 0,536 0,057
Fries 5 16,9 2,317 1,036 0,137
N Fries 5 14,75 1,382 0,618 0,094
YMG 5 16,25 2,048 0,916 0,126
vt C Fries 51 20,967 1,393 0,623 0,066
Fries 5 17 1,245 0,557 0,073
N_Fries 5 15,75 1,56 0,698 0,099
YMG 5 15,933 1,721 0,77 0,108
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A kiilonboza taptalajakon (YMG, C_Fries: szénforras nélkiili Fries, N_Fries: nitrogénforrastol megvont
Fries) nevelt Asnbl és vad tipusu torzsek micéliumanak naponkénti névekedési rataja. A boxplot-okon
beliili belsé vonal jelzi az értékek medianjat, a kereszt az atlagat. A kiilonbozo taptalajokon
szignifikansan kiilonbozden névekedtek az egyes torzsek (p < 0,01), azonban a torzsek kozétt nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget (p = 0,797).
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3. fiiggelék: A Asnbl és vad tipusu torzsek micélium tomegének nyomonkovetése 6

nap 28°C-on valo novesztést kovetéen

nedves micélium (mg)
n vt Asnbl 1 Asnbl 11 Asnbl 111
1 1444 1284 1433 1408
2 1422 1295 1239 1313
3 1436 1593 1386 1414
4 1334 1189 1237 1359
5 1298 1212 1326 1280
6 1074 1364 1317 1256
atlag (mg)  [1327.933 1316.512 1321.083 1336.973

ANOVA - A kiilonbo6z6 torzsek nedves micéliumanak tomege kozti kiilonbség

Torzs 1147,458 3 382,486 0,03 0,993
Rezidualis 258699,5 20 12934,975
szaraz micélium (mg)
n vt Asnbl 1 Asnbl 11 Asnbl 111
1 126 161 161 147
2 140 117 117 131
3 117 148 148 150
4 119 117 126 133
5 112 115 133 121
6 115 135 125 129
atlag (mg) [121,1596 131,0434 134,1944 134,788

ANOVA - A kiilonb6z6 torzsek szaraz micéliumanak tomege kozti kiilonbség

Tényezé N f:gyzetek Szabads’agl Ne,gyzetek F-érték p-érték
0sszege fokok szama atlaga
Torzs 749,792 3 249,931 1,151 0,353
Rezidualis 4341,167 20 217,058

118




Feliilregulalt GO kifejezések a Asnbl-ben

a fényindukcidt kovetd 24. 6raban
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4. fiiggelék: A Asnbl és vad tipusu torzsek fényindukciot kdvetd 24. és 48. orai stadiumainak dsszehasonlitasabol szarmazé dusulast mutaté génontol dgiai kifejezések. A disulési
pontszamok tengelyén 1év6 vonalak a Kolmogorov-Smirnov p-értékeknek felel meg (balrél jobbra: p = 0,05, p = 0,01, p =0,001). A génontoldgiai kifejezések a Kolmogorov-Smirnov

ntetve. A kordk atmérdje a GO-kifejezéshez tartozd6 DEG-ek szamaval aranyos. A dusulast mutaté génontologiai kifejezésekhez



5. fiiggelék: A 11. és 12. abran ldathato filogenetikai fakban feltiintetett fajok és azok taxonomia

besoroldsa, Merényi és mtsai. 2023 munkdja alapjan.

Roviditett

fajnéy Teljes fajnév Altorzs Osztaly Rend Csalad
Psicubl_1 Psilocybe cubensis Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Strophariaceae
Galmal Galerina marginata Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Strophariaceae
Hebcy2 ey lggjj;}";fum Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Cortinariaceae
Copmarl ’g;’{)c rel;lcolgj;lss Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Psathyrellaceae
Copci_lﬁ;nuth Coprinopsis cinerea Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Psathyrellaceae
Copmic2 Coprinellus micaceus | Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Psathyrellaceae
Lacbi2 Laccaria bicolor Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Hydnangiaceae
Lacam2 Laccaria amethystina | Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Hydnangiaceae
Crulal Crucibulum laeve Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Nidulariaceae
Leugol 1 gs:;;;logpa hr(l)(;izz Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae
Agabi_7vazrbisH9 Agaricus bisporus Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae
Lep;udl Lepista nuda Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae
Cligib1 Clitocybe gibba Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae
Volvol Volvariella volvacea Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Pluteaceae
Plucerl Pluteus cervinus Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Pluteaceae
Amathl Amanita thiersii Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Amanitaceae
Amamul Amanita muscaria Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Amanitaceae
Ompoll Omphalotus olearius Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Omphalotaceae
Lentinedodes1 Lentinula edodes Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Omphalotaceae
Denbil Dendrothele bispora Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Lachnellaceae
Monpel_1 Mz;n;}{;(?c) Z)tf;m Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Marasmiaceae
Armgal Armillaria gallica Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Physalacriaceae
Armcepl Armillaria cepistipes Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Physalacriaceae
Armostol Armillaria ostoyae Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Physalacriaceae
Cyltol & li};(c)l}i:febna;;;iium Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Physalacriaceae
Schco3 Schizophyllum Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Schizophyllaceae
commune
Aurampl Scﬁf:ﬁf zi/ }ileum Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Schizophyllaceae
Fishel Fistulina hepatica Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Fistulinaceae
Mk Mycena kentingensis Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Mycenaceae
Radconl Radulomyces confluens| Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Pterulaceae
Aphpsel Al; ?ngob;;zgzm Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Pterulaceae
Ptegral Pterula gracilis Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Pterulaceae
PleosPC15 2 | Pleurotus ostreatus Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Pleurotaceae
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Pleeryl Pleurotus eryngii Agaricomycotina Agaricomycetes Agaricales Pleurotaceae
Paxru2 Paxillus adelphus Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Paxillaceae
Paxinl Paxillus involutus Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Paxillaceae
Melbrol Melanogaster Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Melanogastraceae
broomeianus
Hydpi2 Hydnomerulius pinastri| Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Paxillaceae
Seleil Scleroderma citrinum | Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Sclerodermataceae
Pismil Pisolithus microcarpus| Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Pisolithaceae
Suilu4 Suillus luteus Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Suillaceae
Suibr2 Suillus brevipes Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Suillaceae
Rhivil Rhizopogon vinicolor | Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Rhizopogonaceae
Rhivesl Rhizopogon vesiculosus| Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Rhizopogonaceae
Conpul Coniophora puteana Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Coniophoraceae
Conoll Coniophora olivacea Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Coniophoraceae
SerlaS7 3 2 Serpula lacrymans Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Serpulaceae
Serla_varshal | Serpula himantioides Agaricomycotina Agaricomycetes Boletales Serpulaceae
Pilerl Piloderma croceum Agaricomycotina Agaricomycetes Atheliales Atheliaceae
Fibsp1l Fibulorhizoctonia sp. Agaricomycotina Agaricomycetes Atheliales Atheliaceae
Plicrl Plicaturopsis crispa Agaricomycotina Agaricomycetes Atheliales Atheliaceae
Polbr1 Polyporus brumalis Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Polyporaceae
Polarl Polyporus arcularius Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Polyporaceae
Ganspl Ganoderma sp. Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Ganodermataceae
Dicsql Dichomitus squalens Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Polyporaceae
Travel Trametes versicolor Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Coriolaceae
Trapubl Trametes pubescens Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Coriolaceae
Pyccil (51)1} ;ZZZ Sz;u;s Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Polyporaceae
Fompi3 Fomitopsis pinicola Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Fomitopsidaceae
Daequl Daedalea quercina Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Fomitopsidaceae
Laesul Laetiporus sulphureus | Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Laetiporaceae
PospIRSB12_1 Postia placenta Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Dacryobolaceae
Fibral Fibroporia radiculosa | Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Incertae sedis
Wolcol Wolfiporia cocos Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Laetiporaceae
Obbril Obba rivulosa Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Incertae sedis
Phlcenl Phlebia centrifuga Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Meruliaceae
Phlbrl Phlebia brevispora Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Meruliaceae
Phchr2 fhh:;’;i’;;c:;j;;f Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Phanerochaetaceae
Phacal Phanerochaete carnosa| Agaricomycotina Agaricomycetes Polyporales Phanerochaetaceae
Neolel Neolentinus lepideus Agaricomycotina Agaricomycetes Gloeophyllales Gloeophyllaceae
Glotr1 1 Gloeophyllum trabeum| Agaricomycotina Agaricomycetes Gloeophyllales Gloeophyllaceae
Jaaarl Jaapia argillacea Agaricomycotina Agaricomycetes Jaapiales Jaapiaceae
Punst1 S;:Z;‘;Z‘;Z;Zﬂ Agaricomycotina Agaricomycetes Corticiales Punctulariaceae
Stehil Stereum hirsutum Agaricomycotina Agaricomycetes Russulales Stereaceae
Hetan2 Het;;;l;;z;i;ﬁon Agaricomycotina Agaricomycetes Russulales Bondarzewiaceae
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Schpal Schizopora paradoxa Agaricomycotina Agaricomycetes | Hymenochaetales Schizoporaceae
Fommel Fonytzp oria Agaricomycotina Agaricomycetes | Hymenochaetales | Hymenochaetaceae
mediterranea
Ricmell Rickenella mellea Agaricomycotina Agaricomycetes | Hymenochaetales | Repetobasidiaceae
Sissul Slstotremastrum Agaricomycotina Agaricomycetes Trechisporales Trechisporaceae
suecicum
Sisnil Sls.totremastrum Agaricomycotina Agaricomycetes Trechisporales Trechisporaceae
niveocremeum
Sphstl Sphaerobolus stellatus |  Agaricomycotina Agaricomycetes Geastrales Sphaerobolaceae
Ramacl Ramaria rubella Agaricomycotina Agaricomycetes Gomphales Gomphaceae
Exigll Exidia glandulosa Agaricomycotina Agaricomycetes Auriculariales Exidiaceae
Aurde3_1 Auricularia subglabra | Agaricomycotina Agaricomycetes Auriculariales Auriculariaceae
Sebvel Sebacina vermifera Agaricomycotina Agaricomycetes Sebacinales Sebacinaceae
Pirinl Piriformospora indica | Agaricomycotina Agaricomycetes Sebacinales Sebacinaceae
Tulcal Tulasnella calospora Agaricomycotina Agaricomycetes Cantharellales Tulasnellaceae
Botbol otryobasidium Agaricomycotina Agaricomycetes Cantharellales Botryobasidiaceae
botryosum
Rhisol Rhizoctonia solani Agaricomycotina Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae
Calvil Calocera viscosa Agaricomycotina Dacrymycetes Dacrymycetales Dacrymycetaceae
Calcol Calocera cornea Agaricomycotina Dacrymycetes Dacrymycetales Dacrymycetaceae
Dacryopinax . .
D 1 . . A D D 1 D
acsp primogenitus garicomycotina acrymycetes acrymycetales acrymycetaceae
Treenl Naematella encephela | Agaricomycotina Tremellomycetes Tremellales Tremellaceae
Kocim1 Kockovaella imperatae| Agaricomycotina Tremellomycetes Tremellales Incertae sedis
EC21 . . .
Cryne_JEC21_ Cryplococcus Agaricomycotina Tremellomycetes Tremellales Incertae sedis
1 neoformans
. Tri . . .
Trioll rzcho;p oron Agaricomycotina Tremellomycetes Tremellales Incertae sedis
oleaginosus
Trias2479 Trichosporon asahii Agaricomycotina Tremellomycetes Tremellales Incertae sedis
Walsel Wallemia mellicola Agaricomycotina Wallemiomycetes Wallemiales Wallemiaceae
Walicl Wallemia ichthyophaga| Agaricomycotina Wallemiomycetes Wallemiales Wallemiaceae
Ustma2_2 Ustilago maydis Ustilaginomycotina | Ustilaginomycetes Ustilaginales Ustilaginaceae
Tescyl Testicularia cyperi | Ustilaginomycotina | Ustilaginomycetes Ustilaginales Cintractiellaceae
Tilan2 Tilletiaria anomala | Ustilaginomycotina | Exobasidiomycetes | Georgefischeriales Tilletiariaceae
Rhomil Cystobasidium minutum| Pucciniomycotina Cystoba51;110mycete Cystobasidiales Cystobasidiaceae
Pucgr2 Puccinia graminis Pucciniomycotina Pucciniomycetes Pucciniales Pucciniaceae
Neucr2 Neurospora crassa Pezizomycotina Sordariomycetes Sordariales Sordariaceae
Fusgrl Fusarium graminearum|  Pezizomycotina Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Aspnidl Aspergillus nidulans Pezizomycotina Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae
Saccel Saccceft’z:g;ye ces Saccharomycotina Saccharomycetes | Saccharomycetales | Saccharomycetaceae
Schpol Schizosaccharomyces Taphrinomycotina Schizosaccharomyce|Schizosaccharomyce|Schizosaccharomycetal
pombe tes tales ceae
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A 6., 7., 8., 9. és 10. fiiggelékek tablazatainak terjedelme ¢és jellege miatt nem alkalmasak
nyomtatasra, ezért ezek a fliggelékek a repozitdriumban keriiltek feltdltésre, ahonnan szabadon
letolthetdek.

6. fiiggelék: A vad tipusu (vt) és Asnbl torzsek fényindukciot kovetd 24. és 48. orajaban jaro
termotest-kezdemények RNS-szekvenalasi eredményei.

7. fiiggelék: A vad tipusu (vt) és Asnbl torzsek kozotti disulast mutatd gén ontoldgiai kifejezések és
a hozzajuk tartozo DEG-ek listdja.

8. fiiggelék: A sporaképzés RNS-szekvenalasi eredményei.

9. fiiggelék: A sporaképzés soran dusuldst mutatd génontologiai kifejezések €s a hozzajuk tartozo
DEG-ek listéja.

10. fiiggelék: A 24. abran lathat6 két spoéramentes mutans (ApSL20 és ApSL51) és vad tipusu C.
cinerea torzsek termotestképzésének 16 oras éjszakai periddusat lefedd time-lapse videoja.
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