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Roviditések jegyzeéke
bp — bazispar
Cas - CRISPR asszocialt fehérje (CRISPR associated protein)

CRISPR - halmozottan szabalyos kozdkkel elvalasztott rovid palindromikus ismétlddések
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

crRNS - CRISPR RNS

DNS - dezoxiribonukleinsav

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

LB - Luria-Bertani tapleves/taptalaj

PABA - para-amino-benzoesav (para-amino-benzoicacid)
PCR - polimeraz lancreakcio (Polymerase Chain Reaction)
PEG - polietilén-glikol

RNP - ribonukleoprotein

RNS — ribonukleinsav

VT - vad tipusu torzs

WC — white collar

YMG —élesztékivonat-maltoz-gliikkoz taptalaj/tapleves (veast-malt-glucose)



1. Bevezetés

1.1 Komplex soksejtliség a gombakban

Az evolucié egyik legjelentdsebb eseménye a komplex soksejtiiség megjelenése.
Andrew Knoll megfogalmazasa szerint azokat az ¢161ényeket nevezziik komplex soksejtiinek,
melyek teste 3 dimenzids, ahol nem minden sejt érintkezik kozvetleniil a kiilvilaggal,
genetikailag meghatarozott fejlodési programmal rendelkeznek, és kialakult a sejtek kozott
kommunikacié (Knoll, 2011). Osszesen &t csoportban, a barna- és vérdsmoszatok, ndvények,
allatok és gombak kozott talalunk komplex soksejtiieket. Ellentétben a tobbi csoporttal, gombak
esetén nem csupan egyszer, hanem 8-11 alkalommal jelent meg egymastol fliggetleniil a
komplex soksejtiiség (Nagy és mtsai., 2018). Gombak esetében, ellentétbenandvényekkel vagy
allatokkal, gyakran egy egyed életciklusanak kiilonb6z6 szakaszaiban figyelhetiink meg
egyszerl és komplex soksejtiiséget (Nagy és mtsai., 2018). A gombak komplex soksejtii
struktirai az esetek jelentds részében a szaporodasért felelések és jellemzden az ivaros

szaporodasban szerepet jatszo képletek az legdsszetettebbek.

1.2. A termétestképzés menete bazidiumos gombakban

A gombak ivaros szaporodasi ciklusuk soran valtozatos méretli és morfologiaju
szaporitoképleteket hoznak létre, ezek az ugynevezett termétestek, melyek elsédlegescélja a
meiosporak terjesztésének segitése. A legkomplexebb termétesttipusok a Basidiomycota torzs
tagjainal figyelhetdek meg. A legegyszerlibb termdtesttipus a reszupinatus, melynek
legegyszerlibb valtozatai egy tobbé-kevésbé egybefiiggd bazidiumrétegbdl allnak (Viragh és
mtsai., 2022). A legkomplexebbnek tekinthetd termdtestek az Gn. “pileo-stipitate” tipusuak,
melyek marszamos differencialtszovettipussal rendelkeznek, esetiikben tonk, kalap éslemezek
figyelhetéek meg (Moore 1995). Ezek a szovetek egy elore determinalt genetikai program révén
jonnek létre, amelynek teljesiilését belsé és kiilsoé tényezok egyarant befolyasoljak. Az egyes
hatasokra valo reakciok pontos genetikai szabalyozasat szamos kutatas vizsgalta, azonban még
nagyon sok a feltaratlan mechanizmus, melyek megértése nem csak a komplex soksejtliség
kialakulasanak megértését segitené eld, hanem a gombak ipari jelentdsége miatt gazdasagi

szempontbo6l is fontos lenne (Royse és mtsai., 2017).

1.3. A Coprinopsis cinerea termétestképzése

A tragyatintagomba (Coprinopsis cinerea) az egyik f6 komplex soksejtli bazidiumos
gomba modell, mely szamos elonyos tulajdonsaggal rendelkezik. A faj komplex, pileo-stipitate
tipusu termdtestetképez, amely akartobb, mint 30 morfologiailag elkiilonithetd sejttipusbol all,
¢letciklusa rovid idon beliil lezajlik €és jol szinkronizalhatd a termétestképzés ideje (Kiies,

2000). Fejlodése, a kornyezeti tényezOk hatasa részletesen ismert, illetve tobb torzs teljes



genomszekvencidjais rendelkezésre all. Szamos, fejlodésben vagy szaporodasban mutans C.
cinerea torzset izolaltak, melyek egyrészt a szabalyozas megismeréséhez vihetnek kozelebb,
masrészt modellként szolgalnak kiilonbozd kisérletekben (Pukkila, 2011).

Az eltérd, egymassal kompatibilis parosodasi tipusba tartozo, egyszeri soksejtii

s

szinkronizaltan osztddik 1étrehozva a dikariotikus hifat (Coelho és mtsai., 2017). A parosodas
soran kialakulé dikariotikus hifabol komplex soksejtii novekedésre valtds, azaz a
termOtestképzés az elsddleges hifacsomok kialakulasaval kezdddik, melyek egymas iranyaba
novekvd, slriin elagazd 1égmicéliumok laza szovedékébdl alakulnak ki. A szovedék
sirisddésével (és a sejtek kozott egy mucindzus anyag megjelenésével) mar masodlagos
hifacsomok figyelhetk meg. Ha a koriilmények megfeleléek, elkezdédik a primordiumok
kialakulasa, melyeket a védelmet ad6 vélum vesz koriil, és belsejiikben mar differencialodtak a
kiilonb6z6 struktarak, pl. a tonk és a kalap sejtjei. Kialakulnak a lemezek és a himénium. A
himéniumon taldlhatéak a sporatermeld sejtek, a bazidiumok. Ezekben megy végbe a
kariogédmia és a meiozis. A kariogamia és a meidzis végén kezdddik a termotestek érése, mely
nem Uj sejtek képzddésével nd meg hirtelen, hanem a mar meglévd sejtek turgor-vezérelt
,felfuvodasa” révén. Ezzel parhuzamosan kialakulnak a bazidiosporak. Az C. cinerea érett
termdtestének a kalapja a sporak elengedésekor autolizisen megy keresztiil, ezzel is segitve a

sporak kedvezd helyre jutasat (Kiies, 2000).

1.4. A termétestképzést meghatarozo kornyezeti tényezok

A termétestképzés komplex szabalyozas alatt all, melyben szamos kdrnyezeti tényezo
szerepet jatszik. C. cinerea-ban a termdtestképzés f6 kivaltoi kozé tartozik a talaj
tdpanyagtartalmanak csdokkenése, azaz az ¢hezés, illetve a fény jelenléte. A fény, foként a kék,
illetve UV-kozeli tartomany (320-520 nm hullamhossz) elengedhetetlen a hifacsomok
kialakulasahoz, a vilagos és sotét periodusok valtakozasa pedig a termdtest megfeleld
fejlodéséhez (Kiies, 2000). Sotétben jellemzd, hogy a termdtest alapi része, a nodulus erésen
megnyulik, felfelé, a fény felé torekszik, ezzel kiemelve a tonk- és kalapkezdeményt a sotétbdl.
Ezek a képletek az igynevezett etiolalt tonki termdtestek (angol nyelvii irodalomban dark
stipe). Ez a megnyult fenotipus azonban nem csupan a fény hianyaban alakul ki, tbb, a
termétest- és sporaképzéshez kedvezotlen feltétel (példaul til magas CO, koncentracio) esetén
szintén megfigyelhetd a nodulus megnytlasa (Kiies, 2000).

A fény nem csak az ivaros, hanem az ivartalan szaporodasban is kiemelt jelentdségi. A
C. cinerea ivaros szaporitoképletei az oidiumok, melyek oidiforokon, illetve azok

fragmentalodasaval alakulnak ki (Polak €s mtsai.,, 2001). A kiilonb6z6, parosodasi tipust



meghatarozo gének aktivitasa hatassal lehet az oidiumképzésre is, ezaltal fajon belil is

valtozhat a torzsek fényigénye az ivartalan szaporodasi ciklusba 1épéshez (Kiies, 2000).

1.5. A termétestképzés genetikai hattere

A termdtestek kialakulasat szabalyozo kiilsé tényezdk kivaltotta szignalok nem
kozvetleniil befolyasoljak a sziikséges fehérjek termelddését, hanem transzkripcios faktorokon
keresztiil.

A termétestképzést befolyasold kiilsé tényezOk hatdsarol széleskord tudas all
rendelkezésiinkre, azonban a mogottes genetikai szabalyozasr6l az ismereteink még hidnyosak.
Meglévo informacioink két f6 forrasbol szarmaznak, egyrészt genomikai és transzkriptomikai
vizsgalatok adataibol, masrészt kisérletes eredményekbdl (Viragh és mtsai., 2022).
Transzkriptomikai vizsgalatok jelentés mértékben segitettek megismerni a termotestképzés
soran eltér6 expressziot mutatd géneket. C. cinerea-ban 7475 fejlédéshez kothetd gént talaltak,
melyek koziil 170 rendelkezik DNS-k6t6 motivummal, melyek feltételezhet6en transzkripcios
faktorok (Krizsan és mtsai., 2019). A transzkripcios faktorok és az altaluk szabalyozott
folyamatok megismerésével kozelebb keriilhetiink nem csak a termdtestképzés megértéséhez,
de genetikai ismereteink gyakorlati alkalmazasahoz is.

Szamoskisérletes munka vizsgalta a fejlddéshezkothetd gének szerepét C. cinerea-ban.
Leggyakrabban UV vagy egyéb DNS-karosité hatas révén spontan mutaciokat hoznak 1étre,
majd a fenotipusbol kovetkeztetnek a gének szerepére. B fejlodési folyamat megakadasanak
ideje (a mutaci6 altal érintett fejlddési stadium), illetve a fenotipus]alapjén csoportosithatjuk a
mutacidokat (Muraguchi és mtsai., 1999).

Ezen feliil, a genomszekvencidk elérhetdsége, valamint a molekularis bioldgiai
eszkoztar novekedése (pl.: transzformacios rendszer kidolgozasa) (Binninger €s mtsai., 1987),
¢és a CRISPR/Cas9 rendszer alkalmazasa (Sugano és mtsai., 2017, Pareek és mtsai., 2022)
jelentés mértékben hozzajarult a reverz genetikai munkak elterjedéséhez is. Példaul egy, a
az altala kodolt fehérje a tonkre és vélumra jellemz6, hosszikas sejtalak kialakitasaért felel. A
fehérjét a tonk megnyulasa el6tt rendezetleniil, a megnyulads folyaman hosszu, kortikalis
filamentumokba rendezddve talaljuk (Shioya és mtsai., 2013).

Egy masik, akalap fejlédéséhezkothetd gén azichl, mely akalap kialakulasaban jatszik
szerepet, és két jellegzetes doménnel is rendelkezik: egy metiltranszferaz, ¢s egy DNS-koto
doménnel, de pontosabb szerepe egyeldre feltaratlan (Muraguchi és mtsai., 1998).

A lemezek fejlodésében jatszanak szerepeta cagl és tupA gének (Mashuda és mtsai.,

2016), amelyek az éleszt6bol mar ismert, szaporodasban szerepet jatszo tup I génnek (Todd és



mtsai., 2003) homologja (Tzamarias és mtsai., 1994) illetve paraldgja, és valosziniileg egy
komplex, konzervalt szabalyozasi halozat tagjai (Viragh és mtsai., 2022).

Ismeriink a sejtfal lebontasanak és Ujraépitésének szabalyozasaban szerepet jatszo,
ezaltal mind a kalap kinyildsdban, mind az autolizisben szerepet jatsz6 géneket, mint az expl,
illetve az exp2, melyek kdlcsondsen szabalyozzak egymas expressziojat (Sakamoto és mtsai.,
2024). Ezen gének a hatasat latjuk tobbek kdzott akkor is, amikor a leszedett gomba az asztalon
,,megoregszik” (Muraguchi és mtsai., 2008; Sakamoto és mtsai., 2009).

Mint azt az el6z6 fejezetben is targyaltuk, a termdtest megfeleld fejlodéséhez a fény
kulcsfontossagli. Az egyik, fényérzékelésben szerepet jatszo gén a dst! (Terashima és mtsai.,
2005), mely a Neurospora crassa-bol mar ismert we-1 génhomologja. AWC-1 egy kék fényre
érzékeny fényreceptor, amely a WC-2-vel egyiitt alkotja a WC (white collar) komplexet, és
fényvalaszhoz kothet6 fehérjék expressziojatbefolyasolja (Corrochano és mtsai., 2007). Adsz2,
amely hidnyaban a Adst/-hez hasonldan etiolalt tonkii fenotipust latunk, egy eddig pontosan
nem ismert szereptit FAD-k6t6 doménnel rendelkezd, fényérzékelésben szerepet jatszo fehérjét
ko6dold gén (Kuratani €s mtsai., 2010). A N. crassa we-2-nek szintén ismert a homologja C.
cinerea-ban, we2 néven, amely delécidja szintén etiolalt tonk 6t eredményez, megerdsitve ezzel,
hogy a WC komplex a N. crassa-hoz hasonldan a fényérzékelésben jatszik szerepet és
kulcsfontossagu szereppel bir a termdtestképzés soran. (Nakazava és mtsai., 2011).

A fotomorfogenezisben fontos szerepe van az nsdD2 GATA transzkripcids faktornak is,
mely a c¢fsl, cfs2, cgll, és hydl expresszidjanak szabalyozasan keresztiil szabalyozza az
elsédleges hifacsomd primordiumma torténd differencialédasat (Liu C. és mtsai., 2022).

A fényfiiggd folyamatok, példaul a szaporodas iranyitasaban a WC komplex mellett az

Ascomycota torzsben az igynevezett velvertranszkripcios faktorok is fontos szerepet jatszanak

(Bayram ¢és mtsai., 2008). A[ velvet fehérjékrol ismert, hogy képesek represszalni a szexualis
szaporitoképletek differenciaciojat és feltételezhetd roluk, hogy a kornyezeti szignalok és a
szexualis ciklus szinkronizalasaban jatszanak szerepet (Bayram és mtsai., 2008)] A velvet
fehérjék Basidiomycota gombakban is jelen vannak és egyes vizsgélatok szerint szerepiik lehet

a termotestképzés szabalyozasaban is (Kiinzler és mtsai., 2014; Krizsan és mtsai., 2019).

1.6. A velvet fehérjék

Ascomycota gombakban mar régota ismertek a velvet fehérjék (Kéfer, 1965), melyek
nemcsak a fényfiiggd ivaros és ivartalan szaporodas, hanem a masodlagos metabolitok
termelésének szabalyozasaban is jelentds transzkripcios faktorok.

A velvet transzkripcios faktor csalad tagjait a DNS-k6t6 doménjiik alapjan ismerhetjiik
fel, amely erds konzervaltsagot mutat a kiilonb6z6, filogenetikailag tavoli csoportok kozott is.

A domén harom jellegzetes motivumbol all, az elsé, N-termindlishoz legkdzelebb esd

[MV4] megjegyzést irt: egységesitsd a nevek leirasat.
Nem tudom mi a j6 stratégia. Talan az lenne a j6 ha mindig
kics (fehérje eseténis) lenne és délt.




kortilbeliil 33 aminosav hosszi, és egy nagyobb, valtoz6 hosszisagu, nem konzervalt szakasz
valasztja el a masodik, 44 aminosav hosszu konzervalt motivumtol. A harmadik motivum a
masodikhoz kozel helyezkedik el, és 36 aminosav hosszi. A domén fehérjén beliili
elhelyezkedése nem egységes, eléfordulhata C és az N termindlishoz kdzelebb is, ez attol is
fiigg, mely velvet csoport tagja (Chen és mtsai., 2024).

Egyes velvet fehérjéken a DNS-k6t6 domén mellett is szamos valtozatos funkcionalis
domén talalhatd, emellett egy résziik sejtmagi lokalizacios szignalt is hordoz (nuclear
localisation signal, NLS) (Chen és mtsai., 2024).

Térbeli szerkezetét tekintve a velvet domén az NF-kB Rel homolégia doménjével
(RHD) nagy hasonldsagot mutatdé DNS-k6t6 motivum. A hasonldosag meglepd, mert az
aminosavsorrend minddssze 13,7%-ban fed at (Ahmed és mtsai., 2013), ami arra enged
kovetkeztetni, hogy nem filogenetikai kapcsolat, hanem konvergens evolucio eredménye. Az
NF-xB egy emldsokbdl ismert transzkripcids faktor, amely folyamatos expressziot mutat a
sejtekben, és a velesziiletett és adaptiv immunvalaszban egyarant szerepet vallal (Liu és mtsai.,
2017).

A legtobb kutatds az Ascomycota torzsbe tartozo fajokban, elsésorban Aspergillus
nidulans-ban vizsgalta a velvet doménnel rendelkezd transzkripcids faktorokat. A torzs
képviseldiben néhany éleszté kivételével (Chen és mtsai., 2024) négy velvet doménnel
rendelkezd fehérjét ismeriink, 4. nidulans-ban pl. VeA, VelB, VelC és VosA fehérjéket.

Ezen eredmények alapjan a ved gén az ivaros szaporodas indukcidjaban, illetve az
ivartalan szaporodas represszalaséban jatszik szerepet, hianyaban kedvezo feltételek mellett is
elmarad az ivaros termdtestképzés (Kim, 2002). A szaporodas mellett a masodlagos
metabolitok, minta penicillin ésa Eterigmatocisztin}ermelésére is serkentd hatassal van. A velB
gént érinté mutaciot hordozo térzsek fenotipusa részben megegyezik a ve4 mutansokkal. A gén
delécidja a szexualis termdtestek hianyat és csokkent Enésodlagos metabolit termelést]
eredményez, azonban az aszexualis szaporodasra is gatlo hatassal van. A gén hianyaban
csokken a konidiumtermelés, romlik a konidiumok életképessége. Tultermeltetés esetén a
kleisztotéciumok szama nem mutat valtozast, mig az aszexualis sporatermelés
megkétszerezédik (Park és mtsai.,, 2012). A velC delécidja, illetve tultermeltetése ved
mutanshoz hasonld fenotipust eredményez, azonban itt nem tiinnek el teljesen az ivaros
szaporitoképletek a gén hianyaban, illetve a taltermeltetés hatdsara nem valtozik a
konidiumszam (Park és mtsai., 2014). A velC valdszinilileg nem vesz részt a masodlagos
metabolitok termelésének szabalyozasaban. A vos4 hianyaban a konidiumok életképessége
romlik, csokken a trehaldztartalmuk, érzékenyebbé valnak kiilonféle stresszhatasokra,
megndvekszik abenniik felhalmozott f-gliikanmennyisége. Az ivartalanszaporodas ellenorzés

nélkiil aktivalodik. Hasonloképpen az ivaros struktirak kialakulasa is sériil, csokken az
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aszkosporak életképessége, trehaloztermelés hianyaban a h6- és oxidativ stresszt kevésbé jol
trik a sporak. AEterigmatocisztin]-tennelés enyhén emelkedik. A gén tultermeltetése gatolja az
ivartalan sporaképzést (Kim és mtsai., 2020).

A legtobb vizsgalat alapjan a velvet transzkripcios faktorok altalaban nem egyediil,
hanem homo- és heterodimerek, illetve tobbtagii komplexek formajaban fejtik ki hatasukat.
Komplexek nem csak a velvet csalad tagjaibol, hanem mas, velvet doménnel nem rendelkezd
fehérjék bevonasaval is kialakulhatnak. Ilyen példaul az ivaros szaporodasra és masodlagos
metabolit termelésre is hatdé VeA-VelB-LaeA komplex, amelyben a LaeA nem velvet fehérje
(Bayram és mtsai., 2008).

Akarcsak a Basidiomycota gombak esetén, Aspergillus fajokban is ismert a szaporodas
nagyfoku fényfiiggése. Anemzetség fajaisotétben ivaros termdtestet képeznek, mig fénybenaz
ivartalan szaporodas jellemz6, megvilagitas hatasara a VeA expresszidja erésen lecsokken. A
fény az egyes velvet fehérjék sejten beliili helyzetére is hatassal van, példaul fényben a VelB
foként a citoplazmaban talalhatd, mig s6tétben a sejtmagba transzportalodik, ez a folyamat a
VeA segitsége nélkiil nem megy végbe. Sotétben a magban kialakul a VeA-VelB-LaeA
komplex, mely egyik f6 szabalyozo eleme az ivaros szaporodasnak, illetve a masodlagos
metabolitok termelését is segiti. Fényben, mivel a Ve A kisebb mennyiségben van jelen, a VelB
sejtmagi transzportja csdkken, ellehetetlenitve a megfeleldé mennyiségli velvet-komplex
kialakulasat, ami altal a masodlagos metabolitok termelése és az ivaros szaporodas is gatolt

(Bayram és mtsai., 2008).

1.7. A velvet fehérjék osztalyozasa

A velvet motivummal rendelkez6 fehérjéket az Ascomycota tdrzsbdl ismerjiik, azonban
néhany kivételtdl eltekintve alacsonyabb és magasabb rendii gombak szinte minden
csoportjaban megtalalhatok, és erds konzervaltsagot mutatnak. A konzervaltsagot alatamaszta,
hogy aved delécidthordozd torzs fenotipusa sok esetben menekitheté mas fajbol szarmazoé ved
gén bejuttatasaval (Wiemann és mtsai., 2010).

Szamuk széles hatarok kozott valtozik, egyes genomokban csak néhany, masokban akar
26 velvet gén is talalhaté. Mind a fehérjék mérete, mind a velvet DNS-k6t6 domén hossza
szignifikans eltérést mutat az egyes taxonokon beliil, és a taxonok k6zott is (Chen és mtsai.,
2024).

Chen és mtsai. (2024) filogenetikai elemzéseik alapjan két 6si velver kladot kiilonitenek
el, ezek a VelB és VosA klad. Széleskoriien vizsgaltak a velvet géneket a gombavilagban, 21
jellegzetesen elkiiloniild csoportra osztottak fel dket szerkezet, illetve eldfordulas szerint.
Eredményeik alapjan bazidiumos gombakbdl teljesen hianyzik az Ascomycota gombakbol

ismert VeA, VelC és VosA klad, de talalunk harom mas, csak itt jellemzd velvet tipust (Bas-



velvetl, Bas-velvet2, Bas-velvet3 kladok). A négy nagyobb kladon beliil is eltéréen vannak
jelen a kiilonbozo altérzsekbe tartozo fajok, példaul a Bas-velvet3 klad nagy tobbségét

Agaricomycotina fajok velvet fehérjéi adjak (Chen és mtsai., 2024).

1.8. A velvet fehérjék szerepe a bazidiumos gombakban

Ellentétben a tdmlosgombakkal, a bazidiumos gombak velver faktorainak szerepérdl
eddig kevés informacio all a rendelkezésiinkre, és ezen adatok foként a gének patogenitasban
betdltott szerepére vonatkoznak (Karakatt €s mtsai., 2013, Liu H. és mtsai., 2022). Tudjuk, hogy
a Basidiomycota-specifikus velvet gének sokszor teljesen mas kladokba térképezddnek, mint a
mar ismert szerepii Ascomycota velvetek, az azonban ismert (féként RNA-seq vizsgalatok
alapjan), hogy a Basidiomycota gombak velvet faktorai is a fejlddéshez kapcsolhatdak és
konzervalt expresszids mintazatot mutatnak (Virdgh és mtsai., 2022).

Az els6 bazidiumos faj, amelyben vizsgaltak a velvet transzkripcids faktorok szerepét,
az Ustilagomycotina altdrzsbe tartoz6é ndvénypatogén Ustilago maydis volt. A fajban 3 ilyen
gént azonositottak, melyek koziil kettd bizonyitottan fontos a virulencidban (Karakatt és mtsai.,
2013). Karakatt és mtsai. (2013) szerint az umvI az Ascomycota vosA ortoldégja, hianyaban
fiatal kukoricandvényen az iisz0gképzés nem torténik meg, és a mutans képtelen a
teliosporaképzésre, igy azt mondhatjuk, a szexualis szaporodasban bekdvetkezo gatlas okozza
azerdsen csdkkent virulenciat. Az umv2 génaz Ascomycota VelB fehérjétkodolo génortologja,
kititése kevésbé drasztikus fenotipusvaltozast eredményez. A mutansok kevesebb iiszogot
képeztek kukorica csirandvényen, és a vad tipushoz képest késobb képeztek teliosporakat, azt
mondhatjuk, az ivaros szaporodas sebességének csokkenése okozta a virulencia csokkenését.
Erdekes modon, felnéttkukorican a vad tipussal megegyez6 iitemben lezajlik a szexualis ciklus
és a fert6zés mindkét delécids mutans esetében, 6sszhangban a kiilonbdzo fejlodési stadiuma
kukorican, illetve a ndvény eltérd szervein névekvd U. maydis génkifejez6désében ismert
kiilonbségekkel. A harmadik azonositott gén, az umv3 delécidja nem mutatott jellegzetes
fenotipust, azonban mivel a filogenetikai vizsgéalatok alapjan paraldégja az wumv2-nek,
valdszintsithetd, hogy funkcidjuk legalabb részben atfed (Karakatt és mtsai., 2013).

Cryptococcus deneoformans-ban, mely egy jelentds tiidégyulladast kivalto
humanpatogén faj, az Aspergillus nidulans velB génjéhez nagyon hasonlo cval fertdzésben
betoltott szerepét vizsgaltak, mely folyamatnak fontos része a szexualis szaporodas és
filamentacio. A fajban a filamentaciot két inger is kivalthatja, a parosodasi szignal, vagy a
glikdézamin jelenléte, melyek egymastol fiiggetleniil serkentik a folyamatot. A cval gén

szaporodasra gyakorol hatast, nem a filamentacioban van szerepe (Liu H. és mtsai., 2022).
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Lathattuk, hogy a velvet transzkripcios faktorok feladata bazidiumos gombakban is a
szaporodashoz kapcsolhatd, azonban egyelére nagyon kevés informacio all rendelkezésiinkre

komplex termdtestet képzo fajokban betdltott szerepiikrol.
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2. Célkittizés

A szakirodalmi és elérhetd expresszids adatok alapjan feltételezziik, hogy a velvet
fehérjéknek szerepe van a bazidiumos gombak termotestképzésének szabalyozasaban is. Jelen
munka soran azt a célt tliztiik ki, hogy megismerjiik a velver fehérjék termdtestképzésre,
valamint aszexualis sporaképzésre gyakorolt hatasat egy termdtestképz6 modell gombaban, a

Coprinopsis cinerea-barﬂ, Mindezek alapjan a kovetkezd konkrét célokat fogalmaztuk meg:

1. velvet fehérjék azonositdsa bazidiumos gombakban, kiilonds tekintettel a

termGtestképzd fajokra.

2. A C. cinerea velvet fehérjék expresszids mintdzatanak vizsgalata publikus
transzkriptomikai adatok hasznalataval.

3. A velvet fehérjékre nézve delécios torzsek létrehozasa C. cinerea-ban in vitro
Osszeszerelt ribonukleoprotein komplex alaptit CRISPR/Cas9 rendszer segitségével.

4. A velvet fehérjékre nézve delécios C. cinerea torzsek fenotipizalasa, kiilonds

tekintettel a termdtestképzés folyamatara.
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3. Anyagok és Mddszerek

3.1. Felhasznalt mikroorganizmusok

Felhasznalt baktériumtorzsek:
Escherichia coli NEB5o (New England Biolabs, USA)

Felhasznalt gomba torzsek:

Coprinopsis cinerea AmutBmut pebl-1 #326

3.2. Felhasznalt tapkozegek €s oldatok

3.2.1. Mikrobioldgiai tapkozegek és tapoldatok

Luria-Bertani tapleves/taptalaj tLB])]
10 g/l tripton, 2 g/l élesztékivonat, 10 g/l NaCl, taptalaj esetében 20 g/l agar, steril ﬁesztillélt

Viz]

Elesztékivonat-maltéz-gliikoz taptalaj/tapleves (YMG):
4 g/l élesztékivonat, 10 g/l malatakivonat, 4 g/l gliikoz, taptalaj esetében 10 g/l agar, steril

desztillalt viz

Csokkentett gliikoztartalmi élesztékivonat-maltéz-gliikoz taptalaj (YMG1/2):
4 g/l élesztékivonat, 10 g/l malatakivonat, 2 g/l gliikkoz, 10 g/l agar, steril desztillalt viz

Regeneracids taptalaj:
172 g/l szachardz 5 g/l keményit6, 2 g/l L-aszparagin, 10 g/l agar, 4 g/l gliikéz, 25 ml/1 A oldat,
1 ml/1 B oldat, 10 ml/l C oldat

A oldat: 40 g/l KH,POy4, 90 g/l Na,HPO4, 11,6 g/l Na,SOy4, 20 g/l ammoénium-tartarat
B oldat: 40 g/l tiamin, sterilre sziirve
C oldat: 25 g/l MgSO4 x 7H,0

Minimal taptalaj:

2 g/l L-aszparagin, 10 g/l agar, 10g/1 gliikkdz, 25 ml/l1 A oldat, 1 ml/l B oldat, 10 ml/l C oldat
3.2.2. Felhasznalt oldatok

3.2.2.1. Baktérium transzformalas soran alkalmazott oldatok:

5x Gibson Mix
NEBuilder HiFi DNA Assembly Molecular Cloning kit (New England Biolabs, USA), 5x Master

Mix

SOC oldat
3,603 g/l dextroz, 0,186 g/l KCl, 4,8 g/l MgSOy4, 20 g/l tripton, 5 g/l éleszt6 kivonat
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Lizispuffer baktérium koléonia PCR-hez
0,5 ml 1 M Tris, 100 pl 0,5 M EDTA, 25 pl 2 %-os TritonX-lOOL 49,4 ml desztillalt viz

3.2.2.2. Gomba transzformalas soran alkalmazott oldatok

Kétszeres toménységii protoplasztalé oldat:
13,7 m12M KCl oldat, 6,4 ml 1,1M KOH oldat, 480 mg citromsav, 3,2 g VinoTaste Pro enzim

(Novogene, USA), desztillalt vizzel 25 ml-re kiegészitve

Protoplasztalo oldat
YMG tapfolyadék és a kétszeres toménységli protoplasztalo oldat 1:1 aranya keveréke, sterilre

szlirve

STC puffer
PEG/CaCl,: 40 ml viz, 10 g PEG-4000, 400 ul I M Tris-HCI oldat (pH: 7,5), 2 ml 1M CaCl,

oldat

Duplex puffer
IDT Duplex puffer (IDTDNA, Németorszag)

Cas9 reakcio puffer:
20 mM HEPES (pH: 7,5), 150 mM KCl, 10 mM MgCl,, 0,5 mM DTT

3.3. Mébdszerek

3.3.1. CRISPR/Cas9 alapti génkiiités

3.3.1.1. A crRNS tervezése
A crRNS tervezése soran a sgRNAcas9 (verzio: 3.0.5.) (Xie és mtsai., 2014) szoftvert

hasznaltuk. A szekvencia  adatokat a JGI Mycocosm adatbazisbol

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home) t6ltottik le.

3.1.1.2. Javitétemplat kazetta tervezése
A kazettatervezéshez a szekvencia adatokat a JGI Mycocosm adatbazisbol

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home) toltottiik le.

A javitd templat kazettdhoz az 1000 bp hosszisagu homolog karokat a gRNS
hasitohelyt6l 10-10 bp-ra upstream és downstream iranyba terveztiik. A kazetta Gibson
Assembly-vel torténd Osszeszereléséhez sziikséges atfedd inditdszekvencidkat a SnapGene

szoftver (v4.3.11.) Gibson Assembly funkcidjaval hataroztuk meg.

3.3.1.3. A javitétemplat kazetta elkészitése
A homolog karokata C. cinerea AmutBmutrebl-1 #326 torzsének genomi DNS-érél, a

vad tipusu C. cinerea pabl génta PMA412 plazmidrol amplifikaltuk fel PCR segitségével. A

reakcidhoz Phusion Plus DNS polimerazt (Thermo Scientific) hasznaltunk.

14


https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home
https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home

A PCR reakcidelegy dsszetétele (50 pl-re):
10 wl 5x Phusion Plus puffer

0,5 ul Phusion Plus DNS polimeraz enzim
0,5 uM forward primer

0,5 uM reverz primer

1 pl 10 mM dNTP keverék

25 ng templat DNS

nukledzmentes steril desztillalt viz

Felhasznalt primerek
355684 KO F1F 5’ aagcttgcatgectgeaggtcgactGTCCCGCGTTCGTTTTCAAG 3°

355684 KO _FIR 5’TTCAGTTGCTTCGAACCGCTCGTCTGGCGGAA 3’

355684 _KO F2F 5’AGACGAGCGGTTCGAAGCAACTGAAGGAGCGT 3’

355648 _KO_F2R 5’ GGTGTTCCAATGATTCTTCTGGCATCTTTCCTCCGAC 3’

355684 KO F3F 5 ATGCCAGAAGAATCATTGGAACACCCCAGACTG 3’

355684 KO F3R  5’agcteggtacccggggatcctctagAGTTCGGGTGAAGATGTCGAAGAC 3°
355684 _check_fwd 5’ ACGAAGTCCTTCTGATCGTTCTGT 3’

355684 _check_rev 5’ GTACAATGGAGCGGCAGATCG 3°

A reakciokoriillmények a kovetkezok voltak:

1. el6édenaturacio: 98 °C 5 perc

2. denaturacio: 98 °C 15 masodperc

3. hibridizacid: 60 °C 15 masodperc 33 ciklus
4. elongacio: 72 °C 30 masodperc/kb

5. utdelongacio: 72 °C 5 perc

3.3.1.4. A PCR fragmentek tisztitasa
A PCR-rel felszaporitott fragmentek tisztitasa NucleoSpin Gel and PCR cleanup

(Macherey-Nagel, Németorszag) kittel, a gyartd utasitidsai alapjan tortént. A tisztitott
fragmenteket 20 pl vizben vettiik fel, a koncentraciét NanoDrop UV/Vis spektrofotométer
(Thermo Fisher, USA) segitségével ellendriztiik.
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3.3.1.5. Gibson reakcié
A javitotemplathoz sziikséges fragmentek Gsszeszerelését a NEBuilder HiFi Gibson

Assembly Kit segitségével végeztiik a gyart6 utasitasai alapjan, 3:1 inszert:vektor aranyokat

alkalmazva.

3.3.1.6. Baktérium transzformacié
Az elkésziilt Gibson reakcidelegybdl 5 pl-t adtunk a gyartd altal biztositott NEB5a

kompetens sejtekhez. Tiz percig jégen inkubaltuk, majd 30 masodpercig42 °C-os hdsokknak
tettiik ki, ezutan 2 percre ujra jégre helyeztiik. Végiil 950 ul szobahdmérsékletti SOC oldatban
szuszpendaltuk fel a sejteket, egy oran at 37 °C-on razattuk, és Eimpicillintartalml'ﬂ(l 00 pg/ml)
LB taptalajra szélesztettiik. 37 °C-on, 16 oran at novesztettik a telepeket, majd
ampicillintartalmi (100 pg/ml) LB talajra oltottuk 4t. Ujabb 16 6ras 37 °C-on torténd inkubacio

utan a transzformalas sikerességét kolonia PCR-rel és szekvenalassal ellendriztiik.

3.3.1.7. Baktérium kolonia PCR
A javitotemplat Osszeszerelédését kolonia PCR segitségével ellendriztik. A

baktériumtelepeket lizispufferben 5 perc alatt 95°C-on feltartuk, majd PCR reakcioval és
gélelektroforézissel ellendriztiik a javitotemplat beépiilését. A PCR-hoz Phire polimerazt
hasznaltunk (Thermo Scientific).

A PCR reakcidelegy dsszetétele (20 pl-re):
10 pl 2x Phire Hot Star II Master Mix

0,5 uM forward primer (355684_KO_FIF)
0,5 uM reverz primer (355684 _KO F3R)
25 ng templat DNS

nukledzmentes steril desztillalt viz

A reakciokoriilmények a kivetkezék voltak:

1. el6denaturacio: 98 °C 5 perc

2. denaturacio: 98 °C 15 masodperc

3. hibridizacio: 60 °C 15 masodperc 33 ciklus
4. elongécio: 72 °C 30 masodperc/kb

5. utdéelongacio: 72 °C 5 perc

Szekvenalashoz a kolonia PCR alapjan megfeleld vektort tartalmazé baktériumsejteket
3 ml ampicillintartalmt (100 pg/ml) LB tapfolyadékba oltottuk, majd 37 °C-on, [1 80 rpm]-en
rdzatva 16 6ran neveltiik. A plazmidkivonashoz a Mini Plus Plasmid DNA Extraction Kit-et
(Viogene, Tajvan) hasznaltuk a gyartd utasitasait kovetve, a szekvenalast a Microsynth cég

(Németorszag) végezte.
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3.3.1.9 A DNS javitotemplat kazettat tartalmazé plazmid nagy mennyiségben torténé
tisztitasa

A szekvenalassal ellendrzott plazmidot tartalmazo sejteket 200 ml ampicillintartalmua
(100 pg/ml) LB tapfolyadékban 37 °C-on, 180 rpm-en torténd razatas mellett 16 oOra alatt
felszaporitottuk, a plazmidkivonashoz a NucleoBond Xtra Midi Plus kit-et (Macherey-Nagel,

Németorszag) hasznaltuk a gyartd utasitasait kovetve.

3.3.1.10. RNP komplex dsszeallitisa
1,2 pl erRNS-t, 1,2 pl tracrRNS-sel 9,6 pl Duplex pufferhez adtunk, az elegyet 5 percen

at 95 °C-on inkubaltuk, majd hagytuk szobahémérsékleten lehiilni. Ezutan 0,5 pg-nyi tisztitott
Cas9 enzimet IDTDNA, Németorszag), 1,5 pul Cas9 reakcio puffert és 0,5 pul Duplex puffert
(IDT) adtunk hozza, 15 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd jégen lehiitottik.

3.3.1.11. C. cinerea protoplasztalas
A protoplasztokat frissen ngvesztett micéliumbol képeztettiik. Ehhez celofannal lefedett

YMG taptalajt tartalmazé csészékre sokcsatornas pipetta segitségével pontokba oltottuk le a C.
cinerea-t 108 sejt/ml oidiumszuszpenzidbol, 16 6ran at37 °C-on sotétben neveltiik a koloniakat,
mayjd steril csipesszel lekapartuk és protoplasztalé oldatban szuszpendaltuk fel. Ezt kdvetden 3
oran keresztiil 37 °C-on, 80 rpm-en razattuk. A protoplasztokat 40 pm porusméretii sejtsz{irén
valasztottuk el (Falcon® 40 pm Cell Strainer, Cornig) a megmaradt micéliumtdredékektol,
majd centrifugéalassal gyijtottiik 6ssze. A protoplasztokat STC pufferben]szuszpendéltuk fel, a
koncentraciot 108 db/ml protoplasztra allitottuk be és 100 pl/reakcio térfogatban alkalmaztuk.

3.3.1.12. C. cinerea protoplasztok transzformalasa
100 ul 108 sejt/ml-es protoplaszt-szuszpenziohoz 15 pl RNP-komplexet, 1 pg

javitotemplatot, és 25 ul PEG/CaCl, oldatot adtunk. Az elegyet 30 percig jégen inkubaltuk.
Ezutan 500 pl szobahdmérsékleti PEG/CaCl, oldatot adtunk hozza, 5 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd 1,5 ml STC puffert mértink hozza. Az elegyet
csokkentett agartartalmti regeneracios taptalajhoz kevertiik, majd regeneracios szelektiv

taptalajt tartalmazo csészék felszinére ontottiik.

3.B.1.13. C. cinerea transzformansok PCR alapu ellen('irzése]
A megjelend telepeket minimal taptalajra oltottuk at, majd PCR segitségével

ellendriztik a vad tipusu C. cinerea pabl gén szelekcios marker megfelel helyre torténd
beépiilését.
3.3.1.13.1. DNS-kivonis micéliumbol

DNS-kivonashoz a telepekrdl 2x2 mm-es micéliumdarabkat 100 ul desztillalt vizbe
helyeztiink, majd mikrohullamu siitében 1 percig melegitettiikk. R6vid vortexelés utan 30

masodpercig szobahémérsékleten hagytuk, majd ujabb egy percig melegitettiik mikrohullamt
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siitében, ezutan 10 percre -20 °C-ra helyeztiik. Felolvasztds utan 5 percig 9300 g-n
centrifugaltuk, és azonnal felhasznaltuk a PCR templatjaként.

3.3.1.13.2. C. cinerea Vel3 A transzformansok ellenorzésére hasznalt PCR reakcio

A reakcidelegy dsszetétele (20 pl-re):
10 pl 2x Phire Hot Star II Master Mix

0,5 uM forward primer (355684 KO check F)
0,5 uM reverz primer (PABA _inner40)
25 ng templat DNS

A reakciokoriillmények a kovetkezok voltak:

1. el6denaturacio: 98 °C 5 perc

2. denaturacio: 98 °C 15 masodperc

3. hibridizéacié: 60 °C 15 masodperc 33 ciklus
4. elongacio: 72 °C 30 masodperc/kb

5. utdelongacio: 72 °C 5 perc

3.3.1.14. A Vel3 A l6kuszra nézve homokariotikus C. cinerea torzsek izolalasa

A PCR alapjan megfeleld lokuszba épiilt javitdtemplatot tartalmazo torzseket
oidialtatassal tisztitottuk tovabb homokariotikus tdrzsek izolalasa céljabol. Ehhez a torzseket
YMG taptalajon 37 °C-on allandd fényben neveltiik 5 napig. Ezutan a csészére steril desztillalt
vizet pipettdztunk, egy spatula segitségével lekapartuk az oidiumokat, melyeket sejtsziiron
valasztottunk el a micéliumtérmeléktsl. 100 pl-nyi 103/ml-es koncentraciojn
oidiumszuszpenziét minimal taptalajra szélesztettiink. A csészéket sotétben 37 °C-on
inkubaltuk, a megjelend kiilonalld telepeket minimal taptalajra oltottuk at, majd a 3.3.3.10.2

fejezetben leirt médon PCR-rel ellendriztiik a tisztasagukat.

3.4. A vel34 génre nézve mutans C. cinerea torzsek fenotipizalasa

3.4.1. Novekedési rata meghatarozasa
Vizsgaltuk a vegetativ micélium ndvekedésisebességét kiilénbézé[kérﬁlményekkézétt

YMG taptalajt tartalmazo Petri-csésze kozepére helyeztiink egy kis micéliummal boritott
agarkorongot, majd 24 éranként lemértiik a telep atmérgjét. Kisérleteinkben 37°C-on teljes
sotétben, és allandé megvilagitas mellett, 28 °C-on teljes sotétben és 12 éranként valtakozo

vilagos és sotét periodusokban vizsgaltuk a ndvekedést.
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3.4.2. Termétestképzés vizsgalata
A mutans és vad tipusu torzseket csokkentett gliikoztartalmit YMG taptalajra oltottuk,

6,5 napon keresztiil sotétben neveltiik 28°C-on, 80%-o0s paratartalom mellett. Ezutan 2 6ran at
fényben tartva a csészéket indukaltuk a termétestképzést. 24 orara ujra sotétbe helyeztiik oket,
majd 12 o6ranként valtakoz6 fény-sotét periddusok mellett monitoroztuk a termdtestek

megjelenését.

3.4.3. Oidiumszam vizsgalata
A fenotipizalas soran vizsgaltuk az oidiumok mennyiségét. Az oidiumképzés vizsgalata

soran YMG taptalajon, 37 °C-on folytonos fényben 5 napig neveltiik a gombat, amely ez id6
alatt a teljes csészét benbtte, €s oidiumokat hozott. Az oidiumokat desztillalt vizbe lekaparva
E:entrifuga (2500 rpm / 1300 g) ]segitségével gyujtottiik 6ssze, 1 ml steril desztillalt vizet
hasznalva csészénként, a Biirker-kamraval torténé szamolashoz igény szerint higitottuk az

oldatot. A statisztikat és az abrakat az R programnyelv segitségével készitettiik.

3.5. Bioinformatikai mddszerek

3.5.1. A C. cinerea fehérjék domén alapu annotaciéja

s s

(https://academic.oup.com/bioinformatics/article/30/9/1236/237988?login=true) segitségével

végeztik.

3.5.2. A velvet gének torzsfajanak készitése
A bazidiumos gomba velvet fehérjéket a velvet domén Interpro azonositojat

(IPR037525) hasznalva azonositottuk. Az Ascomycota velvet fehérjék aminosav szekvenciait a
szakirodalmi adatok alapjan (Chen és mtsai, 2024) a FungiDB adatbazisbol
(https://fungidb.org/fungidb/app) toltottiik le. Az illesztést a mafft szoftver L-INS-i
funkciojaval (bttps://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC3603318/]) (Katoh ¢és Stanley, 2013)
végeztiik el. Az illesztett szekvencidkat a trimal szoftver segitségével trunkaltuk 0.3 GT
threshold mellett. A maximum-likelihood fakat a RaxML-NG szoftver segitségével készitettiik
el (bttps://academic.oup.com/bioinformatics/anicle/S5/21/4453/5487384]) (Kozlov és mtsai.,
2019)

3.5.3. A velvet gének expresszidjanak vizsgalata
A velvet gének expresszios adatait a CopciDB (https://mushroomdb.brc.hu/)

adatbazisbol toltottik le, az adbrakat fa kutatécsoportunk altal korabban ](észitett sajat R-

programok segitségével készitettiik.
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4. Eredmények és diszkusszid
4.1. Avelvet fehérjecsalad filogenetikai analizise Ascomycotaés Basidiomycota
gombakban

Vizsgaltuk a velvet fehérjék eloszlasat Ascomycota és Basidiomycota gombakban.

Ehhezrendelkezésiinkrealltegy 17 bazidiumos gomba genomjabol és azok fehérje funkcionalis

Az altalunk készitett torzsfan (1. abra) lathatd, hogy a velvet fehérjék jol elkiiloniild
kladokba rendezddnek.

ﬂ. abra A velvet fehérjecsalad filogenetikai torzsfaja. 17 Basidiomycota és 7 Ascomycota faj
velvet doménnel rendelkez6 génjeinek Maximume-likelihood torzsfaja. Az abran kékkel jeloltik
a VosA/VeA/VelC kladot, zo1d szinnel jeloltiik a VelB kladot (Cc.365674 - Cc.velB), pirossal a
velvetl kladot (Cc.385561 - Cc.vell), sotétkékkel a velvet2 kladot (Cc.374867 - Cc.vel2)és
rozsaszinnel a velvet3 kladot (Cc.355684 - Cc.vel3A4, Cc.543653 - Cc.vel3B, Cc.496341 -
Ce.vel30)|

Az Ascomycota fajok velvet fehérjéi 4 monofiletikus kladba rendez6dnek (VeA, VosA,
VelC és VelB klad), az Ascomycota bazalis node-ok nagy tamogatottsaggal birnak (boostrap
értékek: 78-100). A VelB kladban egyarant jelen vannak az Ascomycota gombak és a
Basidiomycota gombak fehérjéi is, mig a VeA, VosA, VelC kladok Ascomycota specifikusak.
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A Basidiomycota gombak velvet fehérjéi a VelB kladon kiviil 3 monofiletikus, csak bazidiumos
gombakra jellemz6 csoportba rendezddnek (velvetl, velvet2, velvet3).

Az analizisiink alapjan A C. cinerea genom 6 velvet fehérjét hordoz, melyek a VelB ¢€s
a 3 Basidiomycota specifikus kladba térképezc’idnek.[]

Eredményeink megegyeznek a szakirodalmi adatokkal, amelyek egyértelmilien
elkiiloniilé Ascomycota és Basidiomycota gombakra jellemz6 kladokrol szamolnak be,
ugyanakkor Chen és mtsai. (2024) eredményeivel ellentétben mi nem csak 4, hanem 6 velvet
gént azonositottunk C. cinerea-ban. A kiilonbséget valosziniileg az eltéré azonositasi modszer
okozza, a cikk szerz6i BlastP segitségével azonositottak a velver géneket (Chen és mtsai., 2024),
mi pedig InterPro funkcionalis domén alapjan, ami pontosabb azonositast tesz lehet6vé a

kizarolag konzervalt régiok osszehasonlitasa révén.

4.2. A C. cinerea velvet fehérjék expresszios adatainak analizise

A CopciDB publikus C. cinerea-ra vonatkozo expresszios adatsoraiban elemeztiik a
velvet fehérjék expressziojat kiilonbozé kornyezeti koriilmények kozott és kiilonboz6 ivaros és
ivartalan fejlédési allapotok soran (2. és 3. abra). A VelB kladba tartozo 365674 azonositoju
fehérje a legmagasabb expresszidt a csirazas eldtt mutatja (2.A abra), irodalmi adatokbol
ismert, hogy Aspergillus fajokban a VelB fehérje a sporak életképességére hatissal van (Park
és mtsai., 2012). A 374867 azonositdju fehérje (Vel2) expresszidja a csirazas soran emelkedik
meg latvanyosan, mig a tobbi velvet fehérje expresszidja alacsonyabb szint{i marad (2.A abra).
A termétestképzés soran a velvet fehérjék folyamatos magas expressziot mutatnak kis mértéki
dinamikaval (2.B abra). A legmagasabb expressziot a 355684 (BasVel3) azonositoju velvet
fehérje mutatja az érett termdtest tonkjében és lemezében. ﬁ 365674 (VelB), 374867 (Vel2) és
a 385561 (Vell) azonositoju velvet fehérjék expresszi(’)s}nintézata nagyon hasonlit egymashoz.

A velvet fehérjék gyakran homo- vagy heteropolimereket képezve fejtik ki a hatasukat
(Bayram és mtsai., 2008), erre utalhata hasonl6 expresszios mintazata 3 velvet fehérje esetében

termétestképzés soran.
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A Expresszi6 a korai fejlddési stddiumokban
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ﬁ. dbra Az expresszios szint valtozdsa a termotestképzés soran. A: Expresszios szint

valtozasa a korai fejlédési stadiumokban: a csirazé bazidiosporakban, illetve oidiumokban, és

a szkleréciumban. B: Expresszid a termdtestképzés sordn vegetativ micéliumban,

hifacsomoban, 1. és 2. stddiumu primordiumban, fiatal és érett termdtestben. Fiatal

termétestben kiilon adat 4ll rendelkezésre a kalapban, lemezekben és a tonkben mért

expressziorol, érett termdtestben a kalapban és lemezekben egyiitt, illetve a t(')nkben.] (Ezen

abran a jobb vizualizacié érdekében log, skalat hasznaltunk).
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A Expresszié éhezés soran
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B. abra A gének expresszioja kiilonboz6 kornyezeti tényezok hatasara. LA] a telepeket
vizagarra belyezték Jéhezést indukalva, a vegetativ micéliumban, illetve a megjelend
hifacsomokban vizsgaltak az expresszios szinteket. B: A vegetativ micéliumot sotétben
novesztették (1-6. adat), 156 ora utan kiilon vizsgaltdk az expresszios szintet a
legmicéliumban, illetve a szubsztratmicéliumban. 2 6ras megvilagitassal indukaltak a
termdtestképzést (8-9. adat (Iégmicélium), 16-17. adat (szubsztratmicélium). 24 6ra utin
keriiltek ujra fénybe a telepek, 24 oran keresztiil tovabb vizsgaltak az expressziot a
kiilonb6z6é micéliumtipusokban  (10-14. adat légmicéliumban, 18-22. adat
szubsztratmicéliumban). A 24. 6rara megjelent a hifacsomo, ekkortol valtakozo fény-sotét

ciklusban nevelték a telepeket,|
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4.3. A vel34 gén delécidja C. cinerea-ban

4.3.1. A C. cinerea vel3A gén delécios kazettajanak Osszeszerelése

A velvet doménnel rendelkez6 gének szerepének megismerése érdekében mind a hat,
altalunk azonositott velvet[ }:loménnel rendelkezd fehérjét kodold génre nézve szeretnénk
delécios mutans torzseket létrehozni. Az expresszids adatok alapjan a legmagasabb érték
altalaban a vel34, igy jelen dolgozat a tovabbiakban erre fokuszal. .

A kazetta (4. abra) Osszeszereléséhez linearizalt pUC19 plazmidot hasznaltunk és
felamplifikaltuk a homoldg karokat, valamint a szelekcios markert (S.A dbra). A tisztitott
fragmenteket Gibson Assembly kit segitségével Osszeszereltik, E. coli NEBS5a-ba
transzformaltuk. Az Osszeszerelt kazettat tartalmazo plazmidot hordozé baktériumkoloniat
kolénia PCR segitségével valasztottuk ki (5.B dabra). A megfelelé koloniabodl plazmidot

tisztitottunk, majd Sanger szekvenaltatassal ellendriztiik a megfeleld dsszeszerelddést.

Iac promoter
| /355684 FiF 233 _277)

- 355684_F2F (1245 _ 1277,

-
/355689 FIR (1235 .. 1270)

355684K0
7783 bp

—
(5331 . 5379) 355684_F3R

(4331 . 4367 355684 F2R |
(4343 .. 4375) 353684_F3F

El. abra: A vel3A4 deléciés kazettaja. A tervezést és a térképeta Snapgene 4.3.11 verzidjaval
készitettﬁk]]

upstream pabl gén downstream s upstream pabl gén downstream
omolog homolog . omolog homolog
homolog - e - g2 : homolog - e - g

kar kar x kar kar
— e — — — — 18 — — = = — — —

5.4bra: A: a javitd templatkazetta fragmentjeinek ellen6rzése PCR segitségével. 1: GeneRuler
1 kb Plus DNA ladder. 2-4: az upstream homolog kar (1000 bp), 5-7: a pab1-1 gén (3000 bp),
8-10:adownstream homoldgkar (1000 bp. B: a plazmid 6sszeszerelédésének és a javitotemplat

beépﬁlésénekI

B vel3A4 delécidja C. cinerea—ban]
A 3.3.1.5 fejezetben leirtak alapjan az 6sszeszerelt javitotemplatot hordozé plazmiddal

és az 0sszeszerelt ribonukleoprotein komplex-szel transzformaltuk a 3.3.1.12 fejezetben leirtak
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alapjan a vel34 delécioja érdekében. A transzformalast kovetden 13 PABA prototrof telepet

izolaltunk, amelyekben kolonia PCR segitségével ellendriztiik a javitdtemplat megfeleld

Gemeruertiiors 102 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

10000
8000
6000
5000

~
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000°
750
500
250

6. abra: A vel3A4 delécios torzsek ellenérzése agaroz gélelektroforézissel. 1.: GeneRuler 1kb
Plus DNA ladder. 2-13: A vel34 delécidja utan felnové vad tipusi pabl-1 génnel
komplementalt transzformans térzsek Vel3 koldnia PCR soran kapott termékek. 14: A vad
tipusu kontroll templattal kapott termék. A kolonia PCR soran a vad tipus esetében vart termék

2497 bp, a sikeres transzformans torzsek esetén 5497 bp.

A PCR kép alapjan megfelelden beépiilt javitotemplatot hordozo torzset a vel34 génre
nézve homokariotikus torzs izolalasa érdekében oidialtattuk, az oidiumokrol felndvo, tisztanak
bizonyul6 tdrzset Sanger szekvenalassal ellendriztiik. A transzformans ki vad tipust pab 1 gént]
(promoter €s termindtor régioval egyiitt) a vart lokuszban tartalmazta, 20 bazispart deletalva a

v[el.?A ](()dol(') régiojabol. Mindezek utan megkezdtiik a Avel34 C. cinerea torzs fenotipizalasat.

4.3.2. A Ccvel3A4 delécidjanak hatasa az oidiumképzésre

fejezetben leirtak alapjan oidiumokat gytijtottiink vad tipust és a vel3a génre nézve delécios C.
cinerea tdrzsekbol és 6sszehasonlitottuk az oidiumszamot. Ezek soran megéllapitottuk, hogy a
Avel3A4 torzs szignifikansan kevesebb oidiumot termel, mint a vad tipusu tdrzs (Welch two-

sample t-test, p=0,05076) (7. abra).

2e+07
E
E Dﬂ'v'e[:iA
2 v
T 1e+07 T -
O Es

Oe+00

Vel3A VT
Torzs
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7. abra: A vel3A4 gén delécidjanak hatasa az oidiumképzésre. Az dbran a vad tipusu (kék

oszlop) és a Avel34 (piros oszlop) torzsek 10 ml desztillalt vizzel izolalt csészénkénti

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a velvet transzkripcios faktoroknak fontos szerepe
van az ivartalan szaporodas szabalyozéasaban (Kim, 2002, Park és mtsai., 2012, Park és mtsai.,
2014), az altalunk kiiitott gén a kisérleteink alapjan befolyasolja az oidiumtermelést, azonban
az Ascomycota gombaknal megfigyeltekkel ellentétben nem ndvekedést, hanem csékkenést

tapasztaltunk. A folyamat hatterének tisztdzasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

crer

¢és fényben. Mindehhez a 3.4.1. fejezetben leirtak alapjan novesztettiik a vad tipust €s a Avel34
C. cinerea torzset €s naponta monitoroztuk a koloniak atméréjét Egyik koriilmény esetén sem

talaltunk kiilonbséget a vad tipusu és a Avel3A4 C. cinerea torzs kozott (8. abra)

Vegetativ novekedés

ANZS

2
0

Telepatmeérs (cm)
(-]

1310s

|\E

0

24'H 48H 72H
1d6 (6ra)

srer

tipusu (kék) és a Avel3A4 (piros) C. cinerea torzsek novekedési sebességét mutatja 37 C-on
fényben és sotétben. LA gén delécidja nem befolyasolja szignifikans mértékben a vegetativ

ndvekedést.

Az altalunk ismert szakirodalomalapjan a velvet fehérjéknek nincs hatasa a vegetativ

novekedésre, a mi eredményeink is ezt erdsitik meg.

4.3.4. A Ccvel3A4 delécidjanak hatasa a termdtestképzésre

Az expresszios adatok vizsgalatabol szarmazo adatok alapjan feltételeztiik,hogya vel34
génnek szerepet lehet a termdtestképzés szabalyozasaban, igy a vegetativ novekedés és az
ivartalan szaporodas vizsgalata utan vizsgaltuk a vel34 hatdsat a termétestképzésre. Azt
tapasztaltuk, hogy a Avel3A4 C. cinerea torzs szinkronizalt termétestképz6 koriilmények kozott
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is megnyult, igynevezett etiolalt tonkii termdtestkezdeményeket (dark stipe) képez. A vad
tipusra ez a fajta, nodulusbol indulé megnyulas, egyenesen felfelé torekvés akkor jellemzo, ha
a termotestképzéshez kedvezotlenek a feltételek, példaul nincs elegendd fény, vagy tul magas
a szén-dioxid koncentraci6 a kornyezetben. A dark stipe fenotipusra jellemz6, hogy a tonk és a
kalapkezdemény nem fejlddnek tovabb (Kiies, 2000). Erdemes megjegyezniink, hogy a Avel34
mutans torzs esetén megfigyelhetd dark stipe-ok nem egyenesek, sokszor elgdrbiilnek, akéar

visszafordulnak a szubsztrat felé (9. abra).

A megfeleld mindségli és mennyiségii fény jelenléte ellenére sotétre jellemzo fenotipus
alapjan feltételezziik, hogy a mar ismert, fényfiiggd szabalyozasban résztvevo gének, a dst]
(Terashima és mtsai., 2005), dst2 (Kuratani és mtsai., 2010) és a we (Nakazava és mtsai., 2011)
komplex tagjai mellett a vEelSA ]szerepet jatszhat a termdtestképzés fényfiiggd folyamatainak
szabalyozasaban. Ez Osszecseng az irodalombol (Bayram, 2008) mar ismert adatokkal,

miszerint a velvet fehérjéknek szerepe van a fényfiiggd folyamatok szabalyozasaban.

P. ébra]A vel3A gén deléciojanak hatasa a termétestképzésre. A: vad tipusu (VT) és Advel34

primordium, B, C, D: keresztmetszeti képek a primordiumrol.

4.3.5. A Vel3 A hatasa a termétestkezdemény iranyultsagara

A Avel34 C. cinerea torzs fény jelenlétében képzddott gorbiilt dark stipe-jai nem
egyeznek meg a vad tipusra sotétben jellemzd egyenes dark stipe-okkal, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a fényérzékelés mellett a Vel3A-nak egyéb szerepe is lehet a termotest
koriilmények kozott, teljes sotétben torténd nevelés mellett. A torzset teljes sotétben nevelve
(10. abra) a termdtestek nem egyenesen felfelé nyultak meg, hanem sok esetben vizszintesen

néttek, vagy elkanyarodtak, visszafordultak, akar fel is tekeredtek.
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csi L (S
[10. abra Sotétben nevelt telepek. A vad tipussal ellentétben a mutans térzs nem egyenes,
felfelé megnyuld képleteket hoz.] [MH48] megjegyzést irt: ne egy abraval érjenvéget a
dolgozat
A gOI'blllt dark Stipe arra enged kﬁVCtkCZtCtl‘li, hOgy a Vel3A-nak szerepe lehet a az utolsé bekezdést illeszd inkabb a dolgozat végére, a 10.

abra utan. nem baj, ha az el6z6 oldal aljan marad par Ures

termdtest iranyultsdganak a meghatirozasaban is. A gombak termétestjeinek iranyultsagat a o

fototropizmus mellett a negativ geotropizmus hatarozza meg (Kiies, 2000). Mindezek alapjan

a tovabbiakban vizsgalni fogjuk a Vel3 A hatdsat a foto- és geotropizmusra.
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5. Tartalmi [sszefoglald)

[ [SD49] megjegyzést irt: elégaz absztrakt tényleg?

A velvet fehérjecsaladba tartoz6 transzkripcids faktorok szinte minden gombataxonban
jelen vannak, szamuk tdg hatarok kozott valtozhat, mas ¢élélényekbdl azonban teljesen
hidnyoznak. Aminosav-szekvencia tekintetében erdsen konzervalt DNS-k6t6 motivummal
rendelkeznek és térbeli szerkezetiik alapjan nagyfokt hasonlosdgot mutatnak az emldsokre
jellemz6, immunvaélaszokban szerepet jatszé NF-xB transzkripcios faktor Rel doménjével.

Mar tobb mint 6tven éve, hogy azelsd velver doménnel rendelkezd fehérjét felfedezték,
jelenlegi informécioink nagy része Ascomycota gombakbol szarmazik, e fajokban a velver
fehérjék foként fényfiiggd folyamatok iranyitasaban jatszanak szerepet, mint a szexualis és
aszexualis szaporodas, illetve a masodlagos metabolitok termelésének szabalyozasa. Gyakran
nem egyediil, hanem homo- és heterodimerek, vagy tobb tagbol felépiilé komplexek
forméjaban, esetenként nem csak velvet doménnel rendelkez6 fehérjékkel 6sszekapcsolodva
fejtik ki hatasukat.

A Basidiomycota gombéakban ismert velver fehérjék nagy része az Ascomycota gombak
velvet fehérjéitdl egyértelmiien elkiiloniilé kladokba térképezddik, azonban szerepiiket
komplex termétestképz6 bazidiumos gombakban eddig kevés tanulmany vizsgalta, igy célul
tztik ki szerepiik megismerését ebben a gombacsoportban. Modelliinkben, a
tragyatintagombaban (Coprinopsis cinerea) hat velvet doménnel rendelkezd fehérjét
azonositottunk. CRISPR-Cas9 technikat hasznalva elsdként delécids torzsek létrehozasaval és
fenotipizalasaval kezdtiik meg a transzkripcids faktorok szerepének vizsgalatat. Sikeresen
létrehoztunk egy, a [Cc]veBA génre nézve delécios torzset, amely a termotestképzes soran szinte
minden stadiumban a legmagasabb expressziot mutato velvet gén. A ACc.vel3 A torzs vegetativ
novekedésében nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a vad tipushoz képest, azonban a
termétestek még termétestképzést indukalo koriilmények kozott is a vad tipusra csak fény
hianyaban jellemzé megnyult, igynevezett etiolalt tonkii fenotipust mutatnak, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a Cc.vel34 fényfiiggd folyamatok szabalyozasaban jatszik szerepet.
@zonban ezek a strukturdk a vad tipusutdl jelentdsen eltérnek. ]

A szabalyozas teljes megértéséhez az sszes velvet fehérje feladatanak feltarasa sziikséges.
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‘| [IMV50R49] megjegyzést irt: Nem feltétlen, irhatsz egy
szebb 6sszefoglalast. Csak azért maradtunk az
absztraktnal, mert nem volt id6 masra.
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