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2. Irodalmi attekintés

2.1. Komplexitas — kiilonds tekintettel a gombdk komplex soksejtiiségére és annak

A sejtes ¢élélényeket komplexitasuk alapjan legkézenfekvobb moddon egysejti és
soksejtli szervezetekre oszthatjuk. A gombak korében talalunk elsédlegesen egysejtii (koran
divergalodo kladok, pl. Rozellomycota), masodlagosan egysejtii (élesztdgombak) (Nagy és
mtsai., 2014) és soksejtli képviseloket is. A soksejtliség kialakulasanak hagyomanyosan két
modjat kiillonboztetjiik meg: az aggregacidos és a klondlis utat (Szathmary, 2024). Elébbi
esetben, mely Ujitds valosziniileg a szarazfoldon jelent meg, szoliter sejtek szervezddnek
Ossze, a feltételezhetden vizben megjelent klonalis uton pedig utddsejtek egyiittmaradasaval
jon létre a magasabb komplexitas (Szathmary, 2015). A Dictyostelium discoideum amdéba
aggregativ uton kialakulo ,termdtestérdl” ismert, hogy a kiillonb6z6 genommal rendelkezo
sejtek versengenek a sporak kialakitasaért (Castillo és mtsai., 2011). Ezzel ellentétben a
klonalitds nem hordoz magéban genetikai konfliktust, melynek kdszonhetéen az ilyen modon
1étrejott soksejtiiség elterjedtebb és nagyobb diverzitast mutat az aggregacios uthoz képest. A
soksejtliség legalabb otven fliggetlen megjelenése feltételezhetd (Bingham és Ratcliff, 2024).
A gombak hifas szervez6dése nehezen helyezheté el ebben a dichotomidban: a sejtmagok
szintjén klonalisnak tekinthetdé (Nagy és mtsai., 2020), viszont evollcios eredetiik nagyban
eltérhet: egy elmélet szerint a hifdk a korai gombak rizoidjaibol jottek létre, egy masik azt
allitja, hogy a policentrikus Kitridek (Chytridiomycota) talluszainak &sszekottetéseibdl (Kiss
¢s mtsai., 2019; Nagy ¢és mitsai., 2020; Virdgh és mtsai.,, 2021). A hifds szervezddés az
ozmotrof ¢életmoddal hozhat6 6sszefiiggésbe.

A soksejtliség lehet egyszerli vagy komplex; utdobbi koncepcid, a komplex soksejtiiség
all kutatasaink ¢és jelen dolgozat kozéppontjaban. Mind az egyszerli, mind a komplex
soksejtliség megjelenését a 6 evolucios atmenetek kozé sorolja az evolicidbiologia
(Szathmary, 2015). A komplex soksejtlis€ég hagyomanyosan ugy kozelithetd, hogy
nagyméretl ¢lélények jellemzdje, melyek tobb sejttipussal rendelkeznek. (Szathmary, 2024).
Ennél egzaktabb értelmezést tesz lehetdvé Knoll operativ megkozelitése (Knoll, 2011), mely a
haromdimenzios, kompakt szervezddést tekinti a komplex soksejtliség alapvetd ismérvének,
azaz hogy az ilyen él6lénynek vannak a kdrnyezettel nem érintkez6 sejtjei; ezen feliil fontos
komplex soksejtli jellegeknek tartja, hogy a struktarat fejlodési program hozza Iétre,
kiilonboz6 sejttipusokkal rendelkezik, a sejtek kommunikalnak egymadssal, rendelkezik

transzportmechanizmusokkal a difftizio limitacioinak lekiizdése céljabol, illetve jellemzd réa a
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programozott sejthaldl. A komplex soksejtiiségre kizarolag az eukariotdk doménjén beliil
talalunk példakat. Ennek oka abban keresendd, hogy az eukariota sejt olyan jellemzdivel, mint
a dinamikus citoszkeletdlis €s membranrendszerek, valamint a bonyolult génszabélyozas,
Htaptalajként szolgalt” a komplex soksejtliség megjelenésének (Knoll, 2011; Szathmary,
2015). Ujabb elméletek szerint a komplex soksejtiiség megjelenése nem feltétleniil adaptiv;
egyes, a komplexifikacio ,,felé mutatd” valtozasok onmagukban kifejezetten hatranyosak
lehetnek (Lynch, 2007). Neutralisan ugy vazolhatd ez az evollcios trajektoria, hogy mivel a
soksejtliség drasztikusan csokkenti az effektiv populacidoméretet, alacsony populacioméret
mellett pedig a sodrodas dominal a szelekcid felett, a komplexitds novekedéséhez
(komplexifikacidohoz) sziikséges, onmagukban nem feltétleniil eldnyds valtozasokat ,,nem

latja” a szelekcio (Bingham és Ratcliff, 2024; Lynch, 2007, Szathmary, 2024).

A komplex soksejtiiség az allatok orszagaban egyszer, a barnamoszatok korében szintén
egyszer (Laminariales), a novényeknél pedig kétszer jelent meg: a z0ld szintestiiek
leszdrmazasi vonalan komplex soksejtlick az Embryophyta klad képviseldi, a vorosmoszatok
leszdrmazési vonaldn a Florideophyceae osztaly, melyben a komplex soksejtiiség valosziniileg
a legkorabban jelent meg (Knoll, 2011). A legtdbb attekinté tanulmany a gombak orszagaban
két megjelenésrél értekezik (Basidiomycota ¢és Ascomycota), de filogenetikai és
Osikarakterallapot-rekonstrukcios vizsgalatok alapan tudjuk, hogy val6jaban 8-11-re tehetd a
fiiggetlen megjelenések szadma; igy a gombak leszdrmazasi vonala az egyetlen, ahol a
komplex soksejtliség konvergens jelleg (Nagy €s mtsai., 2018, 2020; Viragh és mtsai., 2021).
Ez azért is rendkiviil érdekes, mert a sok fliggetlen megjelenés nehezen illeszkedik abba,
ahogyan a f6 evolucios atmenetekrél gondolkodunk, azaz hogy nehezen lekiizdhetd genetikai
akadalyok allnak az atmenet Utjaban, melyek egyszeri vagy legaldbbis kisszamu fiiggetlen
megjelenést tesznek lehetdvé (Szathmary és Smith, 1995).

A gombdk vegetativ micéliuma, egyedi hifakbol forméldédd szaporitoképletei (pl.
konidiofor), illetve a biofilmek egyszerli soksejtli szervezddéseknek tekinthetdk, mig az
ivaros és ivartalan (komplex) termétestek, a szklerdciumok, a rizomorfok az ektomikorrhizas
képletek, illetve az tszoggombak (Ustilaginales) altal gazdandvényen kialakitott
daganatjellegli terjesztoképletek komplex soksejtiinek (Nagy ¢és mtsai., 2018; Viragh és
mtsai., 2021). A komplex soksejtli gombaknal egyszerre van jelen az egyszerii és komplex
soksejtiiség. A termdtesteknél nincs éles hatar a két komplexitasi szint kozott: az egyszerti
termotestek (zselés €s kéregszerii reszupinatus) mar mutatjak a komplex soksejtiiség bizonyos

attributumait (pl. steril hifak is részt vesznek a felépitésiikben, azaz tobbféle sejttipus van



jelen); a komplex termétestek valdsziniileg ilyen szervezddésekbdl jotte 1étre (Viragh és
mtsai., 2021). (Ritkan a Cryptococcus neoformans ¢s hasonld komplexitasu fajok csupasz
bazidiumai alkotta tomott gyepet mint a legegyszeriibb reszupinatus format arachnoid
termotestnek nevezik (Viragh és mtsai., 2021), mely azonban egyszerii soksejtii.) Az egyszerii
termotestek komplexitas szempontjabdl kontinuumot alkotnak, a komplex termoétestek viszont
besorolhatok néhany szemidiszkrét morfologidba, ugy, mint kalapos-tonkds termdotest
(pilotécium), kalapos-szesszilis termdtest, gaszterotécium, koralloid-clavaroid, cyphelloid
termotest, illetve krusztotécium (Hibbett, 2007).

A termétestek feladata a szaporitoképletek védelme és a sporak terjesztése (Hibbett,
2007). Miért is tekinthetdk komplex soksejtiinek a (komplex) termétestek — a knolli definicid
alapjan? Haromdimenzios, kompakt szerkezettel rendelkeznek, melyben vannak a kiilvilaggal
nem érintkez0 sejtek; a vegetativ micéliummal szemben determinalt a ndvekedésiik. A sejtek
kommunikélhatnak egymassal feromonok, illékony anyagok és quorum sensing molekulak
segitségével az extracellularis téren keresztiil (Kiies és mtsai, 2018). A viszonylagos
formaéllandosag fejloddési programok meglétére utal. Ismeretes, hogy a lemezfejlddésben
szerepet jatszik az autofagia (tehat van programozott sejthalal) (Kiies és Navarro-Gonzalez,
2015), tovabba a legkomplexebb termdtestek feltételezhetéen hidrofobinokkal bélelt
légcesatornak segitségével kiizdik le a diffuzio limitacioit (Lugones 1999) — tehat rendelkeznek
szallitostruktirakkal. A Coprinopsis cinerea termdtestében legalabb harminc sejttipus
kiilonithetd el csupan morfoldgia alapjan (Kiies és Navarro-Gonzalez, 2015), és bar a
termoOtesteket hagyomanyosan alszovetesnek tekintik (a gombadlszoveteket plektenchiméaknak
is nevezik) (Mikologiai Tarsasag, 1991; Clémengon, 2004), az ujabb irodalom tobbségében
elhagyja a megkiilonboztetést, és egyszerlien a szovet kifejezést hasznalja (Merényi és mtsai,
2022; Nagy és mtsai, 2022). A pilotéciumokban szovetnek tekintheté példaul a nodulusz, a
kalap-, a lemez-, a tonkszovet és a vélum. A komplex termdtestek komplexitasa 6sszemérhetd

az egyszeriibb felépitésii allatokéval (Nagy €s mtsai., 2023).

A komplex soksejtliség a gombak orszagaban tehat 8-11-szer jelent meg (1. abra). A
Dikarya kladon kiviil, a Mucoromycota térzsben harom fajszegény, komplex sokse;jtii kladot
talalunk: az egyik a Mortierellomycotina altdrzs globularis termétesttel rendelkezé Modicella
nemzetsége, a masik a Glomeromycotina altdrzs Glomus nemzetsége, a harmadik pedig a
Mucoromycotina  altéorzs Endogonales rendje; utobbi két csoport képviseléi a
szarvasgombakéihoz hasonld foldalatti termdtestet hoznak. Minden maés képviselot a

bazidiumos és tomldsgombak kozott kell keresnilink. Az Ascomycota térzs Taphrinomycotina



leszarmazasi vonalan ¢lesztOszerli szervezetek kozé ékelddve taldljuk az enigmatikus
Neolecta nemzetséget, melynek az ¢élesztégombakhoz hasonloan kevés (csupan 5500)
fehérjekodold génje van, mely arra utal, hogy a gombak esetén a komplex soksejtii
szervezddés 1étrehozasa nem feltétleniil igényel tobb gént, mint az egyszerii soksejtli vagy
egysejtli szervezddés kialakitasa (Nguyen és mtsai., 2017). Az aszkuszosok Pezizomycotina
altorzsébe tartozd fajok rendkiviil diverz ivaros és ivartalan termdtesteket, valamint
szklerociumokat hoznak. Az aszkomék tobbsége mikroszkopikus, de taldlunk
makroszkopikus termétesteket is (pl. Morchella, Helvella, Gyromitra és Tuber nemzetségek
képviseloinél). A Basidiomycota torzs mindharom altérzsében megjelent a jelleg. A
Pucciniomycotina altdrzsben ivaros és ivartalan termotesteket is taldlunk (pl. piknidium,
acervulusz); az ide tartoz6 fajok életmenetiik soran rendszerint tobbféle termdtestet is hoznak.
A bizonytalansdg ebben a kladdban van a megjelenések szdmat illetden (Nagy és mtsai., 2018).
Az Ustilaginomycotina ndvénypatogén képviseldi (iiszoggombak) életciklusuk fonalas
szakaszaban tumorszerii terjesztoképletet hoznak létre a gazdandvény szoveteibdl, mely
szintén komplex soksejtinek tekinthetd. Laboratériumi koriilmények kozott, megfeleld
novényi hormonokkal kezelve az Ustilago maydis is képes termotestet hozni, melyben harom
szovetréteg kiilonithetd el, és a parazita életciklustol eltéréen olyan valoszintileg Osi
Basidiomycota bélyegeket is mutat, mint a holobazidium és a csatképzés (Cabrera-Ponce és
mtsai., 2012; Leon-Ramirez €s mtsai., 2017). A gombdak orszagaban az Agaricomycotina klad
érte el a legmagasabb komplexitast, talalunk termdétesteket, rizomorfokat, szklerociumokat és
ektomikorrhizas képleteket is. Ide tartoznak a legismertebb és legnagyobb gazdasagi

jelentéseéggel bird termdtestképzd gombak.

A komplex termétestek az egyszerli termdtestekbdl alakultak ki. Az Agaricomycotina
kladra jellemzd, kiilonboz6 szemidiszkrét morfologidk nagy plaszticitdst mutatnak, a csoport
evolucidja soran dinamikusan egymasba alakulnak (Varga és mtsai., 2019). A koralloid forma
tranziensnek tekinthetd (Sanchez-Garcia és mtsai., 2020); az un. szekotioid termétestek a
pilotécium és gaszterotécium kozotti atmeneti formak, melyeknek a gaszteromycetaciod soran
még nem zarult be teljesen a termdrétege (Virdgh és mtsai., 2021). Egyes morfoldgiaknal
szaznal is tobb fliggetlen megjelenés (mas morfoldgidkbal vald kialakulés) feltételezhetd. Ez
a plaszticitds is a gombdkra jellemzd sajatossag, az allatok és novények alapszabdsa
konzervaltabb. A legelterjedtebb morfologia a pilotécium, az Agaricomycotindba tartozo
fajok mintegy 70%-a ilyen termdtestet képez (Viragh és mtsai., 2021). Fosszilidk révén

ismert, hogy a morfologia legalabb szazmillio éve 1ényegében valtozatlan.
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1. abra. Komplex soksejtli csoportok filogenetikai helyzete és jellemz6 morfologidik (Nagy és mtsai.,
2018). A komplex soksejtii csoportokat zold kor jeloli. A képek (balrdl az Oramutatd jarasaval
megegyez0 iranyban haladva) az alabbi fajokrol késziiltek: Bolbitius titubans, Gloeocystidiellum sp.,
Auricularia auricula-judae, Tremella mesenterica, Testicularia cyperi, Gymnosporangium
clavariiforme, Phleogena faginea, Podospora anserina, Mycosphaerella sp., Microspheara sp., Peziza
sp., Neolecta irregularis, Endogone flammirocona, Modicella reniformis.

Az, hogy a termdtestekre jellemzd a viszonylagos egyszerlis€g €s a plaszticitas,
ugyanakkor a konvergencia és a morfologiak konzervaltsaga is, arra utal, hogy a természetes
szelekci6 hangsulyos alakitoja ezen fenotipusoknak (Viragh és mtsai., 2021). Kevés ismerettel
rendelkeziink a konvergencia mibenléte feldl, azaz hogy a természetes szelekcid, valamint a
kiils6 ¢€s belsd kényszerek hogyan limitaljdk a morfoteret (a potencidlis fenotipikus

diverzitast), hogyan idézik el hasonld formak egymastol fiiggetlen és tjboli felbukkanasat.

Az Osszes termOtestképzd gomba kozos dse nem rendelkezett termdétesttel, viszont ez
nem feltétleniil jelenti azt, hogy a komplex soksejtliség fiiggetlen megjelenései genetikai
értelemben is teljesen fiiggetlenek egymastol. A homoplazia koncepcidja nem teljesen a
homologia antitézise, és a két fogalom nem kizarélagos; homolog gének bevethetdk homolog
€s homoplasztikus strukturak 1étrehozasahoz is (Hall, 2007). Az atmenet a mélyhomologia €s
a latens homologia fogalman keresztiil érzékeltethetd leginkabb. A mélyhomoldgia (Shubin és
mtsai., 2009) és a latens homologia (Nagy és mtsai., 2014) koncepcioi szerint Osi, konzervalt
szabalyozasi halozatok szolgalhatnak a konvergens fenotipusok genetikai hattereként, melyek
prediszponaljdk az ilyen, rokon leszdrmazasi vonalakat a konvergens jellegek kialakitdsara
(Nagy ¢s mtsai.,, 2018). Latens homologiarol akkor beszéliink, ha az ilyen, konzervalt

fejlédési modulok parhuzamosan kooptalodnak azonos funkcido betoltésére (ezzel
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magyardzhaté valdsziniileg az élesztOmorfologia tobbszori megjelenése (Nagy és mtsai.,
2014)), mélyhomoldgiar6l pedig abban az esetben, ha fliggetlen jellegek kialakitasahoz
sziikséges szabalyozasi halézatok hierarchidjaban magasan elhelyezkedd elemek homologok
(pl. az eml6ésok ¢€s a labasfejiek holyagszemének kialakitasdban is szerepet jatszik a Pax6
transzkripcidos faktor) (Shubin és mtsai,, 2009). Az, hogy az ivaros termotestek
megjelenéséhez sziikségesek olyan erdsen konzervalt genetikai elemek, mint a parosodasi
tipust meghatdrozo lokuszok és a kék hullimhossztartoméany érzékelésében szerepet jatszo
WCC (white collar complex), mar korabban felvetette a genetikai prediszpozicié lehetéségét
(Nagy ¢s mtsai., 2018). A komplex soksejtli gombafajok tilnyomo tobbségét magaba foglalo
két, egymastol tobb mint 650 millid éve elvalé klad, az Agaricomycotina €s a Pezizomycotina
Osszehasonlitasabol az deriilt ki, hogy szamos 6si gén konvergensen kooptalodott ugyanazon
funkciora a két kladban, és az ilyen géncsaladok jelentds része expandalt a két leszarmazasi
vonalon. Ez és a soksejtliséggel Osszefliggésbe hozhaté gének dusuldsa a két altdrzs
legkozelebbi kozos Osének genomjaban arra utal, hogy a genetikai prediszpozicid igenis
szerepet jatszott a komplex soksejtliség tobbszori megjelenésében (Merényi és mtsai., 2020).
Conte ¢és mtsai. szerint a csupan neutralis folyamatok révén megvalosuld paralel kooptéacio
valdsziniitlen, hasonld szelekcidos nyomasok is kellenek ahhoz, hogy a modulok evolucidja

azonos iranyba kanalizal6djon (Conte és mtsai., 2012).

2.2. A termotestképzo gombak gyakorlati jelentosége

A termdtestképzd gombak egyre markansabb gazdasdgi jelentdséggel birnak;
felhasznalasuk rendkiviil sokréti. Kb. 200 ehetdé gombafaj kaphaté kereskedelmi
forgalomban. Ezek egy részét gytjtik (pl. Laetiporus sulphureus — sarga gévagomba; Tuber
sp. — szarvasgombak), mas fajoknak — egyre tobb fajnak — (pl. Lentinula edodes — shiitake)
pedig megoldott a nagylizemi termesztése. A globalis gombatermelés tilnyomo részét harom
faj, az Agricus bisporus — kétsporas csiperke, a L. edodes és a Pleurotus ostreatus — kései
laskagomba, teszi ki. Egyes becslések 2020-hoz képest 2027-re az eheté gombak piacanak
60%-0s novekedését josoljadk (Niego és mtsai., 2021). A régen ,héziasitott”, régota
termesztésben 1évé gombatdrzsek rendkiviil hasonlitanak vadon €16 fajtarsaikhoz, tehat a
termesztett novényektdl és tenyésztett allatoktol eltérden az ember nem volt képes
mesterséges szelekcioval felerdsiteni a gombdk felhaszndlds szempontjabol eldnyos
tulajdonsagait (Viragh ¢és mtsai., 2021). Ezért is rendkiviil fontos a termdtestképzés
genetikdjanak megismerése; az ismeretek bdvitése a jovoben genommérndkséggel (vagy akar

nemesitéssel) javithatova teheti a tulajdonsdgokat (pl. magasabb tapérték), hatékonyabba



teheti a gombatermesztést (pl. sporamentes termotestek), €s Ujabb, innovativ gombaalapu

technolégidk megjelenését eredményezheti.

A termdtestképzd gombak a hatéanyag-kutatdsban is fontos szerephez jutnak. Példaként
Cordyceps fajokbol ¢s az Omphalotus illudensbdl klinikai kiprobalas alatt allo tumorellenes
vegylileteket izolaltak (Yoon és mtsai., 2018).

A termétestképz6 gombak hatékony lebontd szervezetekként fontos szerepet toltenek be
a biologiai anyagkdrforgasban. Hozzavetdleg 6000 szarazfoldi novényfajra jellemzd a féleg
bazidiumos gombakkal Iétesitett ektomikorrhizas kapcsolat. A gombapartner jelenléte
ellenallobbd teszi a ndovényt és javitja a talajszerkezetet (Hyde ¢és mtsai.,, 2019). Az
Ustilaginomycetes és a Pucciniomycotina kladok egyes képviseldi Okologiai karokat
(Cronartium ribicola) vagy a mezOgazdasagi termelésben tetemes terméskiesést (Ustilago
maydis) okozhatnak (Hyde és mtsai., 2019).

A termétestképzd gombak tobb olyan tulajdonsaggal is rendelkeznek, melyek alapjan
fontos szerepet jatszhatnak a kornyezetkarositdé anyagok lebontdsdban és a zold atallasban.
Foéként a fehér korhasztok (pl. Phanerochaete chrysosporium, P. ostreatus) extracellularis
enzimeinek (lignin-peroxidazok, lakkazok) széles szubsztratspecifitisa teszi lehetové
peszticidek, policiklusos aromds szénhidrogének és egyéb szennyezOanyagok lebontasat
(Hyde és mtsai., 2019). Szamos faj (pl. Lactarius piperatus — fehértejii kesertigomba) a
nehézfémekkel szennyezett €lohelyek megtisztitasara is bevethetd lehet, hiszen felveszik €s
felhalmozzdk ezeket az elemeket (Kalac és Svoboda, 1999). A lignocellulézbontd enzimek a
biolizemanyaggyartast is megreformalhatjak (Canam és mtsai., 2013). Megfeleld szubsztraton
nevelve a gombak Oridsi biomasszat képesek fejleszteni, a tomor micélium pedig jo
hoszigeteld tulajdonsdggal bir, mely utat nyit a gombak épitdipari hasznositdsanak. A
szubsztratként szolgdld mezdgazdasagi és faipari hulladékbol, valamint termdtestképzd
gombak (pl. Ganoderma lucidum — pecsétviaszgomba) vegetativ micéliumabol felépiild
kompozit blokkok fenntarthatd ¢épitdanyagnak igérkeznek (Moser és mtsai.,, 2017).
Krusztotéciumokbdl régota €s a vilag szamos vidékén készitenek hasznalati targyakat (Id.
korondi tapldszat). Szamos kutatds iranyul az ipari Iéptékben eldallithatd, gombaalapt
boérhelyettesitd anyagok fejlesztésére olyan fajokbol, mint a Fomes fomentarius — biikkfataplo

(Jones és mtsai., 2021).

2.3. A Coprinopsis cinerea életmenete

A termétestképzéd gombak koziil a Schizophyllum commune (hasadtlemezli gomba)

mellett a C. cinerea (tragyatintagomba) tekinthet a termétestképzés modellorganizmusanak
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(de Mattos-Shipley és mitsai., 2016). Utobbi kalapos-tonkds termétestet fejleszt; rovid
¢letciklusa és laboratoriumi fenntartdsanak egyszeriisége tette alkalmassa a fejlodésbioldgiai
vizsgalatokra. A Coprinopsis nemzetség a Basidiomycota térzs Agaricomycetes osztalyan
beliil az Agaricales rend Psathyrellaceae csaladjaba tartozik. A C. cinerea Szaprotrof, a
természetben gyakran tragyan talalhatdo meg. Genomjat 2003-ban szekvenaltdk meg:
tizenharom kromoszomaval és kb. 12 450 génnel rendelkezik, genommérete 37 Mb (Stajich
¢és mtsai., 2010).

A C. cinerea vegetativ micéliumat mono- és dikariotikus hifak alkotjak (primer és
szekunder micélium) — bar szigorfian véve nem tesznek eleget a monokarion és dikarion
dikariotikus hifak vastagabbak és gyorsabb novekedésiiek, mint a monokarionok. A dikarion
kompatibilis monokarionok fizi6jabdl jon 1étre. A kompatibilitast két polimorf géncsoport (A
¢s B) hatdrozza meg; polimorfizmusuk miatt a fajra legaldbb 12 000 parosodasi tipus
jellemz6. A kompatibilitdas nem a hifafuzid, hanem a dikarion kialakulasanak feltétele,
inkompatibilis hifak fuzidjabol infertilis heterokarion jon létre (Casselton és mtsai., 1995). Az
»A” gének homeodomain transzkripcios faktorokat kodolnak, melyek kombinatorikus
interakcidja elinditja a dikarion fejlédési programot, a ,,B” gének pedig feromonreceptorokat
kodolnak, melyek a dikarion életfazis fenntartasaban jatszanak szerepet. A dikarionra
jellemzd a csatképzés; ilyen hifakbol képzddnek a termdtestek is, bar laboratériumi
koriilmények kozott mar sikeriilt monokariotikus torzs termdtestképzését is indukalni (Kiies,
2000). Leggyakrabban hasznalt C. cinerea labortorzsek az adenin auxotrof okayama-7,
valamint az Onkompatibilis (tehat partner nélkiil is dikariotizalodd), PABA-auxotrof
AmutBmut, melyet az ,,A” és ,,B” lokuszok UV-mutagenezisével allitottak eld (Kiies, 2000).

A C. cinerea haromféle sporat termel. A mono- vagy dikarionbol a citoplazma
kompresszidjaval 1étrejovo, a hifa folytonossagat megszakitdé mono- vagy dikariotikus
klamidosporak, illetve a foként monokarionok altal fényben nagy mennyiségben termelt,
oidioforon megjelend, mindig monokariotikus oidiumok ivartalan szaporitoképletek, mig a
termétestek  himéniuman képz6édé binukleat homokariotikus bazidiosporak —ivaros
szaporitoképletek (Kiies, 2000).

A termétestképzés éheztetéssel valthatd ki. A termdtestfejlodés elsé stadiuma egy siirii
hifaszovedék, az elsddleges hifacsomd, mely soOtétben jelenik meg. A termotestképzés
stadiumainak megnevezése nem konzisztens a szakirodalomban; az alabbiakban az Ursula

Kiies altal hasznalt Gjabb nevezéktant vettem alapul (Navarro-Gonzalez és Kiies, 2015) (2.



abra). Az elsédleges hifacsomo6 fényben masodlagos hifacsoméva alakul, fény hidnyaban
viszont kitartoképlet, Uin. szklerécium, jon létre beldle. A masodlagos hifacsomodra siirlin
elagazo, iranyitatlanul novekvé hifak jellemzoéek, melyek egyfajta térbeliséget hoznak Iétre.
Kiies a kiilonb6z6 primordialis stadiumokat a masodlagos hifacsomd megjelenése ota eltelt
napok szamaban hatarozza meg (P1 — P5). Féként a primordialis stadiumokban zajlik a
szoveti differenciacio. El6szor harom régio kiiloniil el; az also régid, a bazalis plektenchima
poliszacharidokat halmoz fel, és ebbdl alakul ki a termétest bazisat alkotdé nodulusz. A masik
két régiobol alakul ki késébb a kalap és a tonk. A lemezek, illetve a vélum (burok) a P2-ben
jelennek meg. Az altalanos burok koriilveszi az egész primordiumot, a belsd burok pedig a
kalap és a tonk kozott alakul ki. A lemezeken helyezkedik el a himénium (termoéréteg),
melynek felépitésében tobb sejttipus is részt vesz: probazidiumok, steril hyphidiumok ¢és
tavtartd sejtek, Un. cisztidiumok. A cisztidiumokkal érintkezd probazidiumok, késébb nem
bazidiumokka, hanem cisztéziumokka fejlédnek. A harmas stadiumt primordium mar az érett
termoétest ,kicsinyitett masa”, ebben a stadiumban novekszik a kalap. A tekintetben, hogy a
primordium mar tartalmaz minden, a kifejlett termétestre jellemzoé strukturat, illetve a
kornyezettdl elvalasztva fejlodik, parhuzamba allithaté az allati és ndvényi embriokkal
(Virdgh és mtsai., 2021). A primordidlis fejlédés soran a glikogénraktar a noduluszbol
fokozatosan athelyezédik a himéniumba. A kariogamia és a meiozis a P4-ben zajlik; a P5-ben
elkezd felszakadozni a velum, innentdl fiatal termdotestrdl beszéliink. A fiatal termdtest tonkje
megnyulik. Az érett termdtest Petri-csészén 4-5 cm magas, a természetben ennél nagyobbra
nének. Az érett termOtestben befejez6dik a bazidiosporak érése, a kalap elfolyosodik
(autolizal) — innen a tintagomba elnevezés. Az elfolydsodas is konvergens jelleg a gombak
korében, a tendenciat coprinoidizacidonak nevezik. A primordiumok névekedéséhez is sziikség
van fényre; hianyaban etiolalt termdtestek (dark stipe) jonnek 1étre a nodulusz megnytlasaval,
az apikalis részen csak egy fejletlen kalapszeri képlettel. Az etiolalt termdtest is termel
bazidiosporédkat, viszont lényegesen kisebb mennyiségben, mint a fényen nevelt termdtest

(Kiies ¢és Navarro-Gonzalez, 2015, Kiies, 2000).

Béar viszonylag kevés ismerettel rendelkeziink a termdtestképzés alatt lejatszodo
molekuléris torténésekrol, bioinformatikai €s molekularis eszk6zok segitségével sok génrdl és
géncsaladrol bebizonyosodott, hogy fontos szerepet jatszik ebben a folyamatban. Ilyenek, a
teljesség igénye nélkiil, egyes sejtfelszini fehérjéket (lektinek, hidrofobinok) kodold gének, az
olykor citoszkeletdlis komponensnek tekintett szeptinek vagy egyes, kitin- vagy
glikanmetabolizmusban szerepet jatszo gének (Nagy és mitsai., 2023). Az eddig ismert,

termotestképzésben részt vevo, konzervalt gének tobbségét a C. cineredban jellemezték.
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2. abra. A C. cinerea termétestfejlodésének stadiumai, feltiintetve a képletek jellemz6 méretét, illetve
a megjelenéshez sziikséges id6t (de Mattos-Shipley és mtsai., 2016).

2.4. A Cryptococcus neoformans ivaros életmenetének molekularis hattere

A Cr. neoformans ismert opportunista human patogén, a mikozisok és a gombak ivaros
szaporodasanak kutatdsa terén fontos modellorganizmus (Lin és Heitman, 2006). A Cr.
neoformans fajaggregatum a Basidiomycota torzs Tremellomycetes osztalyaba tartozik, tehat
modellfajunktol, a C. cineredtol mintegy 350 millio évnyi evoltcid vélasztja el (He és mtsai.,
2019). Bar ivaros szaporitoképleteire a szakirodalom gyakran termdtestként hivatkozik, a faj
nem rendelkezik komplex termétesttel. Eletmenete dimorf: vegetativan az élesztémorfologia,
ivaros ¢€letszakaszdban pedig fonalas novekedés jellemz6. Kompatibilis €lesztosejtek fuzidja
utan dikariotikus hifak képzédnek, melyek végén megjelennek a csupasz bazidiumok (Lin és
Heitman, 2006). Az élesztémorfologia konvergens, valdsziniileg latens homoldgiara
visszavezethetd egyszerlisodés a gombak korében (Nagy és mitsai, 2014), ami a
Basidiomycota klad k6zos Osére nem volt jellemzd; viszont a csupasz, azaz nem komplex
termétesten megjelend bazidiumok miatt a Cr. neoformans jo modellje lehet az Osi
bazidiumos gombak ivaros szaporodasanak.

A plazmogamia utdni események -elinditdsaban szerepe van a parosodasi tipust
meghataroz6 lokuszoknak (MATa és MATa). A dimorf atmenet mesterregulatoranak egy
cinkujj doménnel rendelkezé transzkripcios faktor (Znf2) tekinthetd. A Pum1 Pumilio (PUF)
fehérjecsaladba tartoz6 RNS-koto fehérje amellett, hogy szerepet jatszik a fonalas ndovekedés

fenntartasaban, pleiotrop szabalyozoelemként tobb ivaros folyamatban is részt vesz, igy pl. a
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bazidiumérésben (Liu és mtsai., 2018). Az RRM (RNA recognition motif) csaladba tartozo,
azaz ugyancsak RNS-kot6, Csal és Csa2 (Cryptococcus sporulation activator) fehérjék a
meidzis és a bazidiumérés tér- €s idébeli 6sszehangolasaért felelnek. A PUM1, CSA1 és CSA2
gének barmelyikének kilitése rontja a sporulacid hatékonysagat; aberrans morfologiak
jelentkeznek. A Puml szabalyozza a CSAl és a CSA2 kifejezOdését, bar a pontos
mechanizmus nem ismert: a PUM1 delécidja esetén alacsonyabb, tulmiikodtetése esetén
magasabb CSA1L, illetve CSA2 expresszié mérhetd. A meiodzis, a bazidiumérés és a sporulacio
folyamataiban mas, a Pum1-tdl downstream elemek is szerepet jatszanak (Dmcl, Fasl, Dhal
and Fadl) (Liu és mtsai.,, 2018). A vegetativ fazis fenntartasanak feltétele a PUML1
autorepresszidja (Kaur és Panepinto, 2016): ¢élesztéstddiumban hosszabb, 5’-UTR-jében
Pum1-koté szekvencidt tartalmazd transzkriptum irddik at, a sejtfiizié utan azonban a Znf2
hatasara a PUML1 é4tirdsa egy alternativ, downstream starthelyrdl indul, igy megsziinik az
Onszabalyozas. A fonalas morfologiat egy pozitiv visszacsatolds allandositja ugy, hogy a
Puml fehérje stabilizalja a ZNF2 mRNS-t. A Puml taltermeltetése partner hidnyaban nem
inditja el a fonalas novekedést, hanem az élesztésejtek autodiploidizacidjat eredményezi
(Kaur ¢és Panepinto, 2016), kompatibilis partner jelenlétében azonban a parosodast gatlo

koriilmények kozott is beinditja a fonalas novekedés (Wang és mtsai., 2014).

Az RNS-szabalyozasi haldzatok képesek ujrahuzalozodni, viszont feltételezhetd, hogy az
ismertetett rendszer valamilyen szinten konzervalt. A kovetkezd fejezetben ismertetett
koncepcionk szempontjabdl a PUM1 és CSA2 gének relevansak, a PUM1 6si kopidja mar a
gombak kozos 6sében (Hegediis és mtsai, 2021), a CSA2-¢ pedig legalabb a bazidiumos ¢és
tomlésgombak kozos Gsében jelen volt (Liu és mtsai., 2018). A Schizosaccharomyces pombe
CSA2-ortologjanak terméke, a Mei2 a meidzis mesterregulatora. Szamos Mei2 altal kotott
kodold és nemkddoldé RNS-t azonositottak mar. A meidzist Ggy inditja be, hogy a
plazmigamiat kovetden RNS- és fehérjeszinten is gatolja a meidzisspecifikus mRNS-eket
eltavolitd, egyébként nem konzervalt Mmil-et (van Werven és Amon, 2011). A Mei2 a
sejtmagban fejti ki hatasat, de nem rendelkezik magi lokalizacios szignallal (NLS), igy egy
hosszi nem kodold6 RNS (meiRNS) panyvazza ki a DNS-hez (Yamashita, 2019). A
Saccharomyces cerevisiae és Sc. pombe PUM1-ortologjainak termékei (Puf3p és Puf3)
mitokondrialis mRNS-eket kotnek (Kaur és Panepinto, 2016).
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3. Hipotézis és célkitiizések

Ismereteink nagyon hidnyosak a gombdk komplex soksejtiiségével kapcsolatban. Nem
ismerjiik, hogy evolicidosan miben gyokereznek a komplex struktirdkat kialakité fejlodési

A Cr. neoformans bazidiumai csupaszok, nem rendelkezik komplex termétesttel, igy az
ivaros szaporitoképlet komplexitasa szempontjabol tekinthetd az 6si bazidiumos gombak
modelljének. Az ivaros folyamatok koordindcidjaban fontos szerepet jatszanak a PUML1 ¢és
CSA2 RNS-kot6 fehérjét kodold gének, melyek igen konzervaltak. Ortoldgjaik megtalalhatok
az Agaricomycotina kladban is; ezeket azonban iddig nem jellemezték. A PUM1 expresszidja
a hifdkban a legmagasabb, a CSAZ2 kifejezddése pedig bazidiumspecifikus. Megvizsgaltuk
modellfajunk, a C. cinerea PUM1- és CSA42-ortologjainak (Cc.puml [CopciAB 354109] és
Cc.csa2 [CopciAB 193545]) kifejezddését. Az RNS-szekvenalasi adatsorbdl (Krizsan és
mtsai, 2019) (3. abra) az latszik, hogy a Cc.puml expresszidja lecsokken a termotestképzés
sordn, expressziés maximumot a legkorabbi komplex stadiumban, a hifacsoméban (HK)
mutat, bar egy masik adatsor szerint inkabb a vegetativ micéliumban (Xie €s mtsai, 2020). A
Cc.csa2 a hifacsomodban kezd el kifejezddni (3. dbra). Ez azért érdekes, mert a Cc.csa2 a Cr.
neoformans bazidiumspecifikus CSA2 génjének ortologja, a C. cinerea hifacsomo
stddiumaban azonban még nincsenek bazidiumok. Tehat egy egyszeri soksejtli gomba
bazidiumspecifikus génjének ortologja a komplex soksejtli fajban valdszinlileg a
termotestképzésben jatszik szerepet. Ez a varatlan expresszids mintazat vezetett el minket egy
evo-devo hipotézis megfogalmazasahoz.

Ugy gondoljuk, hogy a Basidiomycota kladban a kiilonboz6 termétestsejtprogramok a
bazidium fejlddési programjabol jottek 1étre, vagyis evo-devo hipotézisiink szerint evolucios
megkozelitésben a termotestsejtek modosult bazidiumoknak tekintheték. A hipotézissel
megkiséreljiik rekonstrudlni, hogy hogyan alakult ki a komplex soksejtliség a bazidiumos
gombak korében legalabb haromszor, és megprobaljuk megérteni a feltételezett genetikai
prediszpozicid természetét. A komplex soksejtliség jelensége nem csak a bazidiumos gombak
leszarmazéasi vonalan jellemzd; a késObbiekben a hipotézis, kiillonb6zé modositasokkal
kiterjeszthetd lehet. Hosszu tdva célunk az ismertetett hipotézis tesztelése. Rovid tava
célkitiizésiink (a hipotézis tesztelésének elsd 1épéseként) a Cc.puml és Cc.csa2 gének
funkcionalis jellemzése volt C. cinerea modellszervezetben. Ezért az alabbi konkrét célokat

fogalmaztuk meg:
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(1) Kisérletesen tesztelni (génkiiitéssel és -talmikodtetéssel), hogy a Cc.puml és a
Cc.csa2 valdban szerepet jatszanak-e a termdtestképzésben, ahogy azt a kifejezodési
mintazatuk indikalja.

(2) Megvizsgalni, hogy a Cc.puml expresszidja miért csokken a termétestképzés soran: a
termotestképzést gatlo funkcidja van-e, vagy egyszertien sziikségtelenné valik a fejlodés kései
stddiumaiban.

(3) Mivel a Cr. neoformans-ortolog pleiotrop regulator, igy célul tiztik ki Cc.puml-re

delécios torzs transzkriptomanalizisét.

Cec.puml és Cc.csa2 kifejezodése C. cinerea termotestképzése soran
200

100

Expresszio (cpm)

VM  HK Pl P2 YFB MFB

A termétestképzés stadiumai

3. abra. A Cc.puml (lila) és Cc.csa2 (zold) gének kifejezOdési dinamikaja a C. cinerea
termoOtestképzése soran. Roviditések: VM: vegetativ micélium; HK: hifacsomd; P1: egyes stadiumu
primordium; P2: kettes stddiumtl primordium; YFB: fiatal termétest; MFB: kifejlett term&test. A fiatal
¢és kifejlett termdtest stadiumoknal a kiilonbozé szovetekre (tonk, kalap, lemez) mért kifejezddési
adatokat atlagolva abrazoltam.
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4. Anyagok és modszerek

Alkalmazott pufferek:
Stock A (40-szeres toménységii): 40 g/l KH2PO4, 90 g/l Na2HPO4, 11,6 g/l NaxS0s, 20 g/l

natrium-tartarat

Stock B (1000-szeres toménységti): 40 g/1 tiamin - sterilre sziirve

Stock C (100-szoros toménységii): 12 g/l MgSO4

MM-puffer: 0,5 M mannit, 0,05 M natrium-maleat

MMC-puffer: 0,5 M mannit, 50 mM natrium-maleat, 25 mM CaCl,

PBS: 1,94 g/l KCI, 80 g/l NaCl, 14,2 g/l Na2HPOQOg4, 2,4 g/l KH2PO4

TAE (50-szeres toménységii): 40 mM Tris, 20 mM ecetsav, | mM EDTA
lizispuffer: 10 mM Tris, | mM EDTA, 0,001% Triton X

Cas9 reakciopuffer: 0,2 M HEPES, 0,1 M MgCl,, 5mM DTT, 1,5 M KCI
PEG-CaClz-oldat: 250 g/l PEG-4000, 50 mM CacCl;

Alkalmazott taptalajok:
- LB: 10 g/l tripton, 2 g/l élesztékivonat, 10 g/l NaCl, szilard taptalajhoz 20 g/l agar

- YMG: 4 g/l élesztékivonat, 4 g/l gliikoz, 10 g/l malatakivonat, szilard taptalajhoz 10 g/l agar
— félcukros YMG taptalajban 2 g/l glikkoz

- Minimal taptalaj: 2 g/l Asn, 10 g/l agar, 10 g/l glikoéz (tizszeres toménységben kiilon
klavozva), stockok (A, B, C) klavozas utan

- Regmed: 2 g/l Asn, 172 g/l szachardz, 5 g/l keményit6, 10 g/l agar, 4 g/l glikoz (tizszeres
toménységben kiilon klavozva), stockok (A, B, C) klavozas utan — A Regmed fedéagarban 8
o/l agar van.

- Fries (1 I-hez): 760 ml Fries A (2 g Asn, 0,5 g ammoénium-tartarat, 1 g KH2POs, 2,25 g
Na2HPO4, 0,28 g Na2S04, 0,5 mg tiamin-HCI, 15 g agar) + 40 ml Fries B (0,1 g CaCl,, 0,41
g MgCIlxx6H20, 5,31 mg vas(lll)-citrat, 5,31 mg citromsav, 4,43 mg MnSOs, 4,05 mg
ZnS04x7H20) + 20 g gliik6z 200 ml vizben kiilon klavozva

- Vizagar: 10 g/l agar

A C. cinerea tenyésztése: Kisérleteimhez a C. cinerea AmutBmut pabl-1 torzsét

hasznaltam. Rendszerint idésebb tenyészetrdl agarkockaval oltottam at 10 cm atmérdji Petri-
csészében 1évo félcukros YMG talajra, és 28 °C-on, ndvényneveld inkubatorban ndvesztettem

a tenyészetet valtakozo fényen vagy sotétben.

Plazmidok 6sszeszerelése: Osszesen hat plazmidot alkalmaztam a munkdm soran (a két

génre delécids, komplementaciés ¢€s overexpresszios plazmidok). A Cc.puml delécids
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plazmidot a csoport korabbi munkatarsa, Docsa Denissa épitette Ossze (nem publikalt). A
plazmidokat a SnapGene program segitségével terveztiikk. A célzott géndeléciot a CRISPR-
Cas9-hasitast kovetd homolog rekombinaciés DNS-javitassal terveztiik megvalositani, igy a
delécidés plazmidok homoloég karok (a cél szekvencia elejétdl upstream, és végétdl
downstream elhelyezked6 1-1 kb szekvenciak) kozott hordozzak a markergént. A tovabbi
plazmidjaink ektopikusan integral6dd plazmidok. A komplementacids plazmidok genomi
konstrukciokat hordoznak, azaz a géneket a nativ promoteriik hajtja meg, mig az
overexpressziés  plazmidokon indukalhatdé Cc.hsp3 hdsokk-promoter biztositja a
transzkripciot. Kétféle szelekcios rendszert hasznalunk. A génkiiitéshez ¢és a taltermeld
mutansok eldallitasahoz hasznalt plazmidok PABA-szintdzt hordoznak (ami auxotrofiat
komplemental); a komplementacids plazmidok pedig B-tubulin prométerrel és terminatorral

ellatott hygromycin B rezisztenciakazettat. Két plazmid felépitését a 4. abra mutatja.

pR promater %

[

o
# -
VSR

p.Cc.csa20E

p.ACc.csa2

10 577 bp

4. abra. A Cc.csa2 gén kiiitéséhez (balra) és talmikddtetéséhez (jobbra) hasznalt plazmidok térképei.

A plazmidok Osszeszerelését a Gibson Assembly Cloning Kit (New England Biolabs)
segitségével, a gyartd utasitasai szerint végeztiik. A fragmentumokat PCR-rel amplifikaltam,
Phusion Plus DNS-polimerazt (Thermo Fisher Scientific) hasznalva, a gyartd utasitasainak
megfeleld6 PCR-programmal. A vektorgerinceket és a PABA-kazettat funkcionéalis PABA-
szintazt hordozé pUC19 plazmidrol, a homolog karokat, a genomi konstrukcidkat és a
Cc.hsp3 promotert pedig AmutBmut genomi DNS-b6l. A PCR soran alkalmazott primereket
az 1. tdblazat tartalmazza. A fragmentumok hosszat gélelektroforézissel ellendriztem (1%-0s

agarozgélben, TAE-pufferben).
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CrRNS-ek
puml_crl
puml_cr2
csa2_crl
csa2_cr2

1. tablazat. Az altalunk hasznalt crRNS-ek és primerek szekvencidja.

AGAGUGCCUCCCUAU
UCAACAAAUAUUGCA
AGAUUAAACCCGCGG
ACUCGUGCAUCAUGG

Primerek a delécios plazmidok fragmentjeihez

puml UHA_F
puml_UHA_R
puml_PABA_F
puml_PABA_R
puml DHA _F
puml DHA R
puml_vector_F
puml_vector_R
csa2_UHA F
csa2_ UHA R
csa2_PABA_F
csa2_PABA_R
csa2_DHA _F
csa2_DHA R
csa2_vector_F
csa2_vector_ R

Ellen6rz6 primerek
puml_kulso_ell_F
puml_kulso_ell_R
puml_belso_ell_F
puml_belso_ell_R
csa2_kulso_ell_F
csa2_kulso_ell_R
csa2_belso_ell F
csa2_belso_ell R

TGCATGCCTGCAGGTCGACTGGAGGGGCTATTTGCGATCGGTACG
AGTTGCTTCGCACTCTGCAGCGGAAAGTAAAA
CTGCAGAGTGCGAAGCAACTGAAGGAGCG
CATCGGAGCTTTCTTCTGGCATCTTTCCTCCGAC
GCCAGAAGAAAGCTCCGATGTTAACTTCGCTATATGA
GGTACCCGGGGATCCTCTAGATCATTCGGGTAGTACGACGT
CTAGAGGATCCCCGGGTACC

AGTCGACCTGCAGGCATG
ATTCGAGCTCGGTACCCGGGAGAGCGTAGTGTCCGAGGG
ACGCTCCTTCAGTTGCTTCGATAATCTGGGAGGTTTGTGAAATTGTTTG
TCACAAACCTCCCAGATTATCGAAGCAACTGAAGGAGCG
AAAATCTTGGGTCGCCATGATTCTTCTGGCATCTTTCCTCCGAC
GAGGAAAGATGCCAGAAGAATCATGGCGACCCAAGATTTTCTATT
CAGGTCGACTCTAGAGGATCCAAAATTCAAACAGCGCGAAAGTATCA
TTCGCGCTGTTTGAATTTTGGATCCTCTAGAGTCGACCTGC
ACCCTCGGACACTACGTCCTCCCGGGTACCGAGCTCG

CCCACATGCTGCCAAATTGCTTG
TTGCACTGGCTGATACGCTCCA
CCGAGATAACTATGGTTGCCGCG
CTGAGGCTCCTCTGCCAAAGTC
GCAAGTGATGTGTGACCAGTGACA
CGGCACTTCTTCAGCTTCCTTGG
CCAAGTAGCCTTCGGGATGAAGCTT
CCACTTTGGCGATATACGCGATC

Primerek a tultermeltetd plazmidok fragmentjeihez

OEpum1_hsp3P_F
OEpum1_hsp3P_R
OEpuml_gen_F
OEpuml_gen_R
OE_puml_PABA F
OEpuml_PABA_R
OEpum1_vector_F
OEpum1_vector R
OEcsa2_hsp3P_F
OE_csa2_hsp3P_R

GCTCGGTACCCGGGGATCCTGAGCAGGGCCCAGG
CCGAATTGGAGGAGTGGCATCGTGTTTGCGATAGGTTGATTGA
ATCAACCTATCGCAAACACGATGCCACTCCTCCAATTCGG
ACGCTCCTTCAGTTGCTTCGTCGTATGCTGATTGTTGGCCACC
GGCCAACAA TCAGCATACGACGAAGCAACTGAAGGAGCG
TGCCTGCAGGTCGACTCTAGTTCTTCTGGCATCTTTCCTCCGACG
GAGGAAAGATGCCAGAAGAACTAGAGTCGACCTGCAGGCA
GCAACTCCTGGGCCCTGCTCAGGATCCCCGGGTACCG
GCTCGGTACCCGGGGATCCTGAGCAGGGCCCAGG
GCGGATGTTGGGCGGAGCATCGTGTTTGCGATAGGTTGATTGA
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OEcsa2_gen_F ATCAACCTATCGCAAACACGATGCTCCGCCCAACATCC

OEcsa2_gen_R ACGCTCCTTCAGTTGCTTCGGGGCATTGACTGCAATCCTCT
OEcsa2_PABA_F GAGGATTGCAGTCAATGCCCCGAAGCAACTGAAGGAGCG
OEcsa2_PABA_R TGCCTGCAGGTCGACTCTAGTTCTTCTGGCATCTTTCCTCCGACG
OEcsa2_vector_F GAGGAAAGATGCCAGAAGAACTAGAGTCGACCTGCAGGCA
OEcsa2_vector_R GCAACTCCTGGGCCCTGCTCAGGATCCCCGGGTACCG

Primerek a komplemental6 plazmidok fragmentjeihez

compl_pum1_gen_F GCTCGGTACCCGGGGATCCTAGCGCCTACAATCGGAAAGGTA
compl_pum1_gen_R CGTGAAGCCGTTTAAATGAATCGTATGCTGATTGTTGGCCAC
compl_puml_hygro_F GGCCAACAATCAGCATACGATTCATTTAAACGGCTTCACGGG
compl_puml_hygro_ R TGCCTGCAGGTCGACTCTAGCAATATTCATCTCTCCATCGAAGAT
compl_puml vector F | CGATGGAGAGATGAATATTGCTAGAGTCGACCTGCAGGCA
compl_puml_vector R CCTTTCCGATTGTAGGCGCTAGGATCCCCGGGTACCG
compl_csa2_gen_F GCTCGGTACCCGGGGATCCTTGGCATTATATCATGGCTGTTCTAAGATCTACA
compl_csa2_gen_R CGTGAAGCCGTTTAAATGAAGGGCATTGACTGCAATCCTTCT
compl_csa2_hygro_F GAGGATTGCAGTCAATGCCCTTCATTTAAACGGCTTCACGGGC
compl_csa2_hygro_R = TGCCTGCAGGTCGACTCTAGCAATATTCATCTCTCCATCGAAGAT
compl_csa2_vector F = CGATGGAGAGATGAATATTGCTAGAGTCGACCTGCAGGCA
compl_csa2_vector R = ACAGCCATGATATAATGCCAAGGATCCCCGGGTACCG

gPCR primerek

tub_RT F AACGACCTCCAGCTTGAAT
tub_RT R GTGAGTGGGTGATCTGGAAG
puml RT F CCTTTGCTTAAATCCCTTCCAGA
puml_RT R TCACCTTCAGTTCCGCATCA
csa2_RT_F TCCCAACTCAGCCTTCAATC
csa2_RT_R ATGACCGTAGTCCTTGTATCCT

Baktériumtranszformacio, kolénia-PCR és plazmid DNS-tisztitds: Az 0Osszeszerelt

plazmidokat kompetens NEB5a E. coli sejtekbe juttattam a kdvetkezOkben leirtak szerint. A
kompetens sejtekhez 5 ul reakcioelegyet mértem, majd fél orat jégen inkubaltam. 30 s 42 °C-
on torténé hdsokkot kovetéen 30 masodpercig ismét jégen inkubaltam. A sejteket
razoinkubatorban 950 pul SOC médiumban (New England Biolabs) regeneraltattam egy oraig
37 °C-on. Centrifugalas (2 perc, 2000 g) utan folyékony LB-be vettem fel a sejteket, és 100
pg/ml végkoncentracidban ampicillint tartalmazdé LB lemezekre szélesztettem ki Oket.
Masnap a felnétt telepeket atoltottam egy friss lemezre. Mintavétel utan feltartam a sejteket
15 pl lizispufferben, 5 perc 100 °C-on torténd inkubacidval, centrifugalassal dsszegyljtottem
a sejttormeléket (10 percig 23 000 g). Az ellen6rzé6 PCR-t a feliiluszobdl mértem Ossze. A
PCR alapjan kivalasztott telepekbdl a Viogene Mini Plus Plasmid DNA Extraction System kit

segitségével is végeztem plazmid DNS-tisztitast. A plazmidok ellendrzé szekvenalasat a
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Microsynth céggel végeztettilk. A gombatranszformaciohoz a Macherey-Nagel NucleoBond

Xtra Midi kittel tisztitottam nagy mennyiségii plazmid DNS-t.

Oidiumok protoplasztaldsa: A gombatranszformacidhoz a sejtfal bontasa sziikséges.

Transzformacionként 5-10 egyhetes, YMG taptalajon, 37 °C-on, allando fényen nevelt
tenyészetrél gyljtottem oidiumokat gy, hogy desztillalt vizzel lemostam, 40 pm-es
sejtszlir6n atsziirtem, centrifugalassal 9sszegytijtéttem (1000 g, 10 perc), 5 ml MM-pufferrel
atmostam, Ujra kiiilepitettem, majd felvettem 1 ml sterilre sziirt, 2,5 m/V% VinoTaste-et
(kereskedelmi forgalomban kaphatd sejtfalbontd enzimkeveréket) tartalmazo MM-pufferbe,
¢s az oidiumokat 36 °C-on 70-90 fordulatszdmon razdinkubatorban razattam 3-4 oraig.
Rendszeresen mintat vettem, és mikroszkoppal ellendriztem a protoplasztképzddést. Mikor az
oidiumok ~80%-a protoplasztalodott (aggregalddott), 5 ml MMC-pufferrel allitottam le a
folyamatot, ¢és kiiilepitettem a protoplasztokat (1000 g, 15 perc).

Protoplasztilas micéliumbdl: Esetenként micéliumot iS protoplasztaltam. A protokoll

csak a legylijtésben tér el: 40 ml folyékony YMG-be oltottam le a gombat, razéinkubatorban
neveltem egy napig 37 °C-on, a kialakuld tomor micéliumot dorzsmozsarban
iveggyongyokkel fellazitottam, egy napig friss YMG-ben regeneraltattam 37 °C-on, majd

leszlirtem a micéliumot és hozzaadtam az enzimtartalma MM-puffert.

A CRISPR-Cas9 RNP-komplex osszeszerelése: Az Alt-R s.p. Nuclease V3 (IDT)

terméket hasznaltuk az azonos gyart6tdl rendelt tracrRNS-sel és duplex pufferrel.
Osszemértem 1,2 pl 100 uM crRNS-t, 1,2 pl 100 pM tracrRNS-t és 9,6 duplex puffert; az
elegyet 95 °C-on 5 percig inkubaltam, majd 3-5 percig szobahdmérsékleten; 5 pg Cas9, 1,5 ul
Cas9 reakcidpuffer és 1 ul duplex puffer hozzaadasa utan 37 °C-on 15 percig inkubaltam. A

crRNS-ek szekvenciajat az 1. tablazat tartalmazza.

A protoplasztok transzformacioja: A kitilepitett protoplasztokat transzformaciénként 100

ul MMC-be vettem fel. Hozzaadtam 10 pg plazmidot, a génkiiitések alkalméval génenként a
2-2 RNP-komplexet, valamint 30 pl PEG-CaCl,-oldatot. 30 percig jégen inkubaltam a
sejteket, majd 05 ml PEG-CaCly-oldat hozzaadasat kovetéen 10-20 percig
szobahdmérsékleten. 20 ml MMC-puffer hozzdadidsa utdn Ovatosan Osszekevertem.
Kiiilepitettem a sejteket (1000 g, 15 perc). PABA-szelekcié esetén 1 ml MMC-be vettem fel,
Osszekevertem a fedOagarral, és kiontottem a Regmed-csészékre. Hygromycin B rezisztencian
alapuld szelekcid esetén, 15 ml MMC-pufferbe vettem fel a sejteket Regmed csészékre
szélesztettem, majd masnap rétegeztem rajuk a 400 pg/ml végkoncentracidban hygromycin

B-t (Invitrogen) tartalmazo fedGagart. A felnové telepeket szelektiv minimal taptalajt
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tartalmazo plate-ekre gyUjtottem. A transzforménsokat PCR-rel és genomszekvenaldssal
(NovovGene) ellendriztem.

Oidiéltatas: A kevert genotipusu tenyészeteket oidialtatdssal tisztitottam. Oidiumokat
gylijtottem a fentebb leirt médon; a szuszpenziot kihigitottam ~200 oidium/ml koncentraciora,
100-100 pl-t YMG lemezekre szélesztettem, a felndvo telepeket atoltottam és PCR-rel

ellendriztem.

RNS-tisztitas C. cineredbol: Celofdnon nevelt tenyészeteket folyékony nitrogénnel
dorzsmozsarban feltartam, a kivonashoz a Zymo Quick-RNA MiniPrep kitet alkalmaztam.

RT-gPCR: A reverz-transzkripciot a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kittel
(Thermo Fisher Scientific) végeztem, a qPCR-reakciohoz az SsoAdvanced Universal SYBR
Green Supermixet (BioRad) alkalmaztam, mindkét termék esetén a gyartd utasitasait betartva.
Kontrollként vad tipusi torzs RNS-Kivonatat hasznaltam, referenciagénnek a tubulint
vélasztottuk. Az expresszids valtozast a FC=2"4C gsszefiiggéssel szamitottuk ki (Livak és
Schmittgen, 2001). A gPCR-t Cc.pumlOE transzformansokra haromszor, a Cc.csa20E

torzsekre kétszer végeztem el (technikai ismétlések).

A deléciés mutansok genomanalizise: A teljesgenom-tjraszekvenalast a NovoGene

céggel végeztettilk. Az adatok kiértékeléseében dr. Balint Baldzs nytjtott segitséget. MultiQC-
vel leellendriztiik a leolvasasi mindségadatokat. A BbDuk szoftver segitségével eltavolitottuk
a bizonytalan bazisleolvasdsokat ¢és az szekvenaloadapter-szekvencidkat (trimmelés),
kiiszobként 20-as Q-értéket allitottunk be. A leolvasasokat a bwa segitségével feltérképeztiik
egy, a csoportunkban 2022-ben elkésziilt C. cinerea referenciagenomra. A célteriilet
PABA-szintaz gén is feltérképezddik, mivel maga a gén jelen van az auxotrof
labortorzsiinkban, egy funkciovesztéses allél forméjdban. A funkcidképtelen és a
funkcidképes allélekrdl szarmazd leolvasasok ardnyabol megbecsiiltiik a szelekciés marker
kopiaszamat a mutans genomokban. A PABA-szintdz lokuszan (pabl-1, fehérjeazonosito:
CopciAB_414607) jelentkezé kiméra leolvasasok nem illeszkedd szekvenciaira (soft-clipped

bases) BLAST-tal rakeresve megallapitottuk az off-target integracios helyeket.

A termdtestképzeés és a telepmorfoldgia vizsgdlata: Leggyakrabban az Uin. szinkronizalt

termOtest-képeztetési protokollt alkalmaztam, melynek lényege, hogy félcukros YMG-re
oltottam a kiilonb6zd torzseket, hat napig sotétben inkubaltam 28 °C-on, majd a tenyészetek
felét attettem valtakozo fényre, masik felét s6tétben hagytam, és mindkét csoportot két hétig

szintén 28 °C-on neveltem tovabb. A delécios mutansokbdl Otven-Otven, a kivalasztott
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tultermeld torzsekbdl szaz-szaz, a komplemenalt mutansokbdl hat-hat tenyészetet
fenotipizaltam. Minden esetben alkalmaztam vad tipust kontrollcsoportot. A taltermeld
mutansok esetén a termotest-morfologidk megfigyelésén til megszdmoltam az 1 cm-nél
hosszabb etiolalt termdtesteket tenyészetenként. A delécids mutansoknal két masik iranyitott
termotest-képeztetési protokollt is kiprobaltam. A ,Fries-mddszer” 1ényege, hogy a Fries
talajon a csésze kozepétdl kb. 1,5 cm-re elhelyezett targylemezen 1évé agarkockéval
indukalunk €hezést, a ,,vizagaros modszer” 1ényege pedig, hogy celofanra oltjuk a gombat, és
hat nap utdn a félcukros YMG-16l atemeljiik vizagarra, ugyancsak ¢hezést kivaltva ezzel.
Mindkét protokollt kétszer ismételtem tiz-tiz tenyészettel. A delécids mutansok micéliumanak
nedvesithetdségét gy vizsgaltam meg, hogy vizet ontottem a tenyészetekre és mikroszkoppal

megfigyeltem a micélium viselkedését.

A micélium ndévekedési sebességének mérése: A ACc.puml és ACc.csa2 mutansokbol,

valamint vadtipusbol 20-20 félcukros YMG-lemezre oltottam le. Egy hétig minden nap
ugyanazon idOpontjaban két merdleges tengely mentén bejeloltem a nodvekedés. A napi
novekedési értékekre (mm) kétmintés t-probat végeztem.

A csatképzés vizsgalata: A delécids mutansokat steril fed6lemezekre ndvesztettem ra

ugy, hogy a rahelyezett, telepbdl kivagott korong mellé 50 pl folyékony YMG-t
csOpogtettem. 37 °C-on egy napig ndvesztettem, az agarkorongot pengével eltavolitottam,
majd a visszamaradé micéliumhoz 50 pl 10%-0s KOH-oldatot, 50 pl Calcofluor White
festéket, 100 ul PBS-t, végiil a folyadék leitatasa utan 30 ul glicerint és PBS-t tartalmazo
fixalo oldatot adtam. A preparatumokat fluoreszcens fazis-kontraszt mikroszkopiaval

vizsgaltam.

A ACc.puml transzkriptomanalizise

Tiz-tiz félcukros YMG-lemezre oltottam le ACc.puml és vad tipusu C. cinerdt, melyeket
hat és fél napig neveltem sotétben 28 °C-on, 6t-0t tenyészetet a hat és fél nap lejarta utan
mintdztam, a maradékot pedig hatoranyi fényindukcionak tettem ki, és azutan mintaztam a
telep szélétdl 1,5 cm-re belogd tompaszogli hdromszog sablon segitségével. A mintakat
lefagyasztottam folyékony nitrogénben. A  mintdkb6l kinyert RNS integritasat
gélelektroforézissel ellendriztem. Mind a négy csoportb6l hdrom mintat kiildtik el
szekvenalasra.

A transzkriptomanalizisben dr. Balint Baldzs segitett. Mindségellendrzést kovetden
BbDuk-kal eltavolitottuk a bizonytalan bazisleolvasasokat (trimmelés), kiiszobként 20-as Q-

értéket allitottunk be. A STAR szoftver segitségével C. cinerea genomra térképeztik a
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leolvasasokat, egykoros illesztésben. A feaureCounts programmal Osszeszamoltuk az adott
lokuszokra esO leolvasasokat. Konyvtarméretre normalizaltunk. 2 cpm felett tekintettiik
kifejez6dének a géneket. Dimenzidcsokkentéses abrazoldsi modszerrel (MDS-plot) ¢és
hierarchikus klaszterezéssel (hoétérkép) meggydzodtiink arrdl, hogy a csoportokon beliil a
mintak egymashoz nagyon hasonld expresszidés mintazatot mutatnak. Az edgeR szamara
definialtuk a kontrasztmatrixokat, és minden csoportot minden csoporttal dsszevetettiink. A
DEG-eket (eltéréen kifejez6d6 gének) szimmetrikusan, FC > 2 kifejez6dési kiiszob alapjan
hataroztuk meg. Az 6sszehasonlitasokat UpSet-abrakkal vizulalizaltuk.

Funkcionalis vizsgalatok: A TopGO segitségével GO-analizist (Gene Ontology Term
Enrichment Analysis) hajtottunk végre a DEG-eken. Figyelembe vettik a GO-hierarchia
mindharom divizidjat (sejtkomponens, molekuldris funkcid, bioldgiai folyamat). A
hagyomanyos 5%-os szignifikanciaszint alatt tekintettilk megbizhatonak a taladlatokat. A
DEG-ekre KEGG-analizist is végeztiink. Itt is az 5% alatti p-értékkel rendelkez6 talalatokat
tekintettilk szignifikdnsnak. Fisher-féle egzakt probaval leteszteltem, hogy a metabolikus
gének dusulnak-e a DEG-ek kozott. A GO- és KO-talalatok alapjan manualis annotaciot
végeztiink. Alapul vettlink a csoport 4altal kordbban 0Osszeallitott fehérjelistakat (pl.
novényisejtfal-bontd enzimek (PCWDE), autofagia, szénhidrat-metabolizmus) és magunk is
Osszeallitottunk Ujabbakat a szakirodalombol €s meglévo listakbol homoldgia- és doménalapu
keresésekkel  (pl. antioxiddns  rendszer, f-1,6-gliidn-metabolizmus, f-1,3-gliian-

metabolizmus). A hétérképeket a heatmapper.ca segitségével készitettem el.
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5. Eredmények és diszkusszio

5.1. A Cc.puml és a Cc.csa2 gének delécidja és a mutansok jellemzése

Azonositottuk a Cr. neoformans PUM1 és CSA2 gének ortoldgjait C. cineredban. A
Mycocosm adatbazisban (https://mycocosm.jgi.doe.gov/Copci_ AmutBmutl/Copci_
AmutBmutl.home.html) a Cc.puml genomi pozicidja: 2. kromoszoma 1602058-1604971 [+
szal]; a Cc.csa2 genomi pozicioja: 4. kromoszoma, 1567056-1570226 [+ szal]. A CRISPR-
Cas9 genomeditalasi modszerrel kiilon-kiilon deletaltam a két RNS-kotd fehérjét kodold gént.
A DNS-szerkesztési eseményeket teljesgenom-ujraszekvenalassal igazoltuk: a céllokuszokra

nem térképezddnek leolvasasok (5. abra).
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5. abra. Cc.puml és a Cc.csa2 lokuszok a ACc.puml (baloldalt), illetve a ACc.csa2 (jobboldalt)
mutansokban, IGV-ben megjelenitve. A célszekvencidkra nem térképezddnek leolvasasok, ami igazolja
a génkiiitéseket.

A referenciagenomon a homolog karoknak megfeleld szekvencidk magas lefedettsége (5.
abra) alapjan arra kovetkeztettiink, hogy nemcsak homolog rekombindcié kovetkezett be,
hanem a konstruktok integracidja is. A PABA-szintdz SNP-allélaranyai alapjan
megallapitottuk, hogy a szelekcios marker a ACc.puml mutdnsban haromszor, a ACc.csa2
mutansban tizenegyszer integralddott. Megvizsgaltuk a PABA-szintdz génjére részlegesen
térképez6d6 kiméra leolvasasok nem illeszkedé szekvenciait (soft-clipped bases), melyek
alapjan megallapitottuk az integracios helyeket. A ACc.csa2 mutans genomjaban a szelekcios
marker nem ,szomszédos” szakaszait tartalmazd kiméra leolvasasok arra engednek
kovetkeztetni, hogy a pabl-1 génszakaszok toredékesen egymasba is beépiiltek. Ez a jelenség,
illetve a teljes konstrukciok integracidja magyarazatot adhat arra, hogy PCR-rel miért nem
tudtuk sokszori probalkozéasra sem amplifikdlni a régiokat egyik delécids torzsben sem. A
ACc.csa2 genomjaban a szelekcios marker minden kiméra leolvasasa a marker nem
szomszédos részeirdl vagy a homoldg karokrdl szarmazik, ektopikus integraciobdl szarmazo
kimérat nem detektaltam, a ACc.puml genomjdban viszont kettdt is. Az egyik lokusz egy

C2H2 cinkujj doménnel rendelkezé fehérjét kodol (fehérjeazonositd: CopCiAB_455447),
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mely gén vad tipusban nem mutat dinamikat a termdtestképzés korai szakaszaiban, a vegetativ
micéliumtol a fiatal termétest stadiumig kozepesen expresszalodik (50 és 80 cpm kozott),
csak az érett szovetekben jellemzd magasabb expresszid (Krizsan és mtsai., 2019. publikalt
adatsorabol). A masik lokusz egy HEAT ismétlddéseket tartalmazd fehérjét kodol
(fehérjeazonosité: CopciAB_414604), melynek a termdtestfejlédés soran nem valtozik
jelentésen az expresszioja (~20-30 cpm).

Mindkét delécidos mutans szignifikansan lassabban n6d, mint a vad tipusu torzs (6. abra). A
ACc.puml tenyészete egészségtelen megjelenésii, kevés légmicéliumot fejleszt, és gyakran
,»gatlasi zonak™ figyelhetdk meg (7.C dbra). Vizet Ontve a tenyészetre, a gatlasi zonak koriil
igen lassan kezd atnedvesedni a micélium. Nem tekintheté klasszikus nedvesithetd
fenotipusnak, mert csak mikroszkoppal kovethetd. Sejtfalfestéssel és fluoreszcens
mikroszkopiaval meggydzddtem rola, hogy mindkét mutans képes csatképzésre (7.A éabra),
azaz megvalosul a plazmogéamia, ¢és kialakul a dikarion. Mindkét mutdnsban zavart szenved
az oidiumképzés; a vad tipushoz képest szemmel lathatoan jelentésen csokkent az oidiumok
mennyisége (a kvantitativ mérés még folyamatban van). A hipotézisiink szempontjabol a
legfontosabb fenotipus a termdtestképzés zavara (7.C abra). A ACc.puml tdrzs tenyészetein
egyik termotest-képeztetési protokoll (szinkronizalt, ,,vizagaros” ¢és Fries-modszer)
alkalmazasakor sem figyeltem meg semmilyen komplex struktirat: fényben és sotétben
nevelve sem képez termdtesteket. ACc.csa2 mutans tenyészetein a szinkronizalt termdotest-
képeztetési protokoll alkalmazasakor sotétben szkledciumokat figyeltem meg (7.B dbra). A
szkler6ciumok az elsOdleges hifacsomobol fejlodd kitartoképletek (Kiies, 2000), tehat
bizonyitékai annak, hogy a termdtestképzés elindul. A fényen nevelt ACc.csa2 tenyészeteken
csak elvétve taldltam hifacsomot, melyek nem fejlédtek tovabb. A delécios fenotipusok
alapjan, a Cr. neoformansnal leirtakhoz hasonléan (Liu és mtsai, 2018), valoszintsithetd,

hogy a Cc.Puml a termdtestképzés korabbi folyamataiban vesz részt, mint a Cc.Csa2.

A delécios fenotipusok (az overexpresszids fenotipusokkal osszhangban) illeszkednek
elézetes koncepcionkba, illetve a nem szandékosan kiiitott gének vad tipusti expresszids
mintazata alapjan sem valdszinli, hogy a delécios fenotipus mogott az off-target hatasok
allnak. A célgének hidnya ¢és a megfigyelt fenotipusok kozotti okozati Osszefliggés
oidiumtermelése ¢s életképessége miatt a kiiitott gének visszajuttatdsa bonyolult feladat volt,
és tobbszori probalkozasra is csak a ACc.puml tdrzs komplementicidja sikeriilt. Ot olyan

transzformdnst taldltam, melyek micéliuma egészségesnek tlint, azaz a micélidlis fenotipus
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menekitése megtortént, viszont ezeknél a torzseknél sem valthaté ki a termoétestképzés. A
fenotipusok validalasa céljabdl a késébbiekben tovabbi delécios torzseket allitunk eld, illetve

megprobaljuk a géneket nativ helyiikre reintegralni a CRISPR-Cas9 rendszer segitségével.

* *
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Novekedési sebesség
(mm/nap)
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A Ce.puml WT A Ce.csa2 WT
N = 140 N=112 N =140 N =140

6. abra. A deléciés mutansok novekedési sebességének Osszehasonlitasa a vad tipuséval (WT),
dobozabrakkal szemléltetve. Az N az adatpontok szamat jeldli, husz tenyészet novekedését mértem
hét napig (140 adatpont). A ACc.puml-gyel vald dsszehasonlitasban a WT kontrollcsoportban azért
volt kevesebb adatpont, mert a tenyészetek mar a hetedik nap eldtt elérték a Petri-csésze szélét. Az
adathalmazokat kétmintas t-prébaval hasonlitottuk dssze.

ACc.pumli

ACc.csa2

20 pm 20 pm

ACc.csa?

7. abra. (A) Fluoreszcens mikroszkopos felvételek a ACc.puml (baloldalt) és a ACc.csa2 (jobboldalt)
torzsek micéliumardl. A fehér nyilak a csatsejtekre mutatnak. (B) Szkleréciumok a ACc.csa2
tenyészetén. A fekete nyilak néhany szklerociumra mutatnak. (C) Fényképek fényen nevelt vad tipusu,
ACc.puml és ACc.csa2 tenyészetekrodl a szinkronizalt termdtest-képeztetési protokoll alkalmazasa utan.
A delécios mutansok nem képeznek termétestet.
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5.2. A Cc.puml és a Cc.csa2 gének tulmiikodtetése

Ektopikusan integralodd plazmidok segitségével Cc.hsp3 hdésokk-promoterrel
kifejeztetett kopidkat juttattam az AmutBmut torzsbe. RT-qPCR-rel megmértem a
micéliumban val6 kifejezédést. Két Cc.pumlOE ¢és harom Cc.csa20E transzformanst
valasztottam ki fenotipizalasra az FC-értékek alapjan (8. abra). A vad tipusi micéliumban
magas a Cc.puml, és alacsony a Cc.csa2 kifejezédése (3. abra); ez az oka annak, hogy tobb
nagysagrendbeli kiilonbség van a mért FC-értékek kozott a kétféle mutansban. Eldkisérleteim
alapjan nem volt sziikség naponta hdsokknak kitenni a tenyészeteket a fenotipizalas soran (a
Cc.hsp3 prométer 42 °C-on a legaktivabb), mivel ez a promoter 28 °C-on is magasabb
kifejezodést biztosit, mint a gének sajat promoterei. Tovabbi eldzetes kisérleteim alapjan a két
Cc.pum1OE torzs, illetve a harom Cc.csa20E torzs a vad tipushoz képest ugyanolyan
eltéréseket mutat, igy a fenotipusok robusztussaga miatt mindkét csoportbol csak azzal a

genotipussal dolgoztam tovabb, amelyekre a legmagasabb FC-értékeket mértem.

Ce.puml expresszio valtozasa a Ce.pum]OE Cc.csa? expresszid valtozasa a Ce.csa?OE
muténsokban mutansokban
1000

4500
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© 2500
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8. abra. A talmuikddtetett gének kifejezOdése a fenotipizalasra kivalasztott két Cc.pum1OE és harom
Cc.csa20E torzs micéliumaban a vad tipusu micéliumhoz viszonyitva (FC) RT-qPCR alapjan. A
Cc.puml1OE transzformansok esetén atlagoltam a harom mérési eredményt, és feltiintettem a szorast; a
Cc.csa20E transzformansok esetén pedig a torzsenkénti két mérési eredményt kiilon tiintettem fel.

Erdekes modon a Cc.pumlOE ¢és a Cc.csa20E torzsek egymashoz nagyon hasonld
fenotipusbeli valtozasokat mutattak. Méréseim szerint a mutansok sotétben nevelve
tenyészetenként szignifikdnsan tobb 1 cm-nél magasabb etiolalt termdtestet fejlesztenek (9.A
és B abrak), kivaltképp igaz ez a Cc.pum1OE tdrzsre, ahol Petri-csészénként atlagosan 7,5-
szer tobb ilyen termdtestet szdmoltam, mint a vad tipusndl. Valdszinlisithetd, hogy az 1 cm-
nél kisebb fejlett és fejletlen termdtestekbdl is tobb van a mutans telepeken; ezeket viszont az
Osszetekeredésiik és micéliumba agyazottsdguk miatt nem lehetett megszdmolni. A fényen

nevelt tenyészetek esetén a P4 és PS5 stddiuma primordiumokat, a fiatal és az érett

termOtesteket egyiitt szamoltam Ossze, tehat azokat a striktirakat vettem figyelembe, melyek

26



mar legalabb elkezdtek elemelkedni a taptalajtél. A P4 vagy annal fejlettebb termotestek

szamaban nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség a mutansok és a vad tipus kozott.

A taltermel6 mutansoknal un. soft fenotipusokat is megfigyeltem, melyek tehat ritkan
jelentkeznek, igy statisztikai teszteket nem lehet rajuk végezni, viszont tapasztalataim szerint
csak a mutansokban jelentkeznek, vagy a mutdnsokban jelentdsen gyakrabban. Csak a mutans
tenyészeteken lattam eldgazo termotesteket (9.D abra). Az elagazd morfologidk jelentkeztek a
fényen ¢€s a sotétben nevelt tenyészeteken is. Az elagazas kiilonbozo fejlodési allapotokban
kovetkezhetett be (9.D abra): dokumentaltam példaul olyan etiolalt termétesteket, melyek
csucsukban agaztak el; olyan apro, de kifejlett sotétben képzett termdtestet, mely egy
méretesebb etiolalt termdtest csticsabdl ndtt ki, valamint mind a valtakozé fényben, mind a
sOtétben nevelt tenyészeteken eldfordultak eldgazd tonkli termdétestek. Az eldgazdsok
dedifferenciaciora és a termotest fejlodési programjanak lokalis ujraindulasara utalhatnak.
Ezek alapjan a két RNS-koto fehérjének a termotestképzés legkorabbi stadiumaiban van

szerepe.

A mutansok etiolalt termdtestei gyakran 0sszetapadnak, egymasra tekerednek, és olyan
amorf képzédményeket hoztak létre, melyekben az egyedi termétestek nem elkiilonithetdk
(9.C abra). Sotétben nevelve olykor a vad tipusu C. cinerea is fejleszt robusztus, hossza és
vastag, horizontalisan nové etiolalt termdtesteket, melyek gyakran a Petri-csésze széle mentén
nének. Megfigyeléseim szerint a mutansok gyakrabban fejlesztenek ilyen ,kuszd”

termotesteket. Ezek némelyik elérte a 20 cm-t is, szinte korbendve a csészét (9.E abra).

A Cc.puml1OE fenotipusai alapjan megvalaszolhattuk azt a kérdésiinket is, hogy miért
csokken le a Cc.puml expresszidja a termOtestképzés soran. Mivel konstansan magasan tartott
expresszio mellett is kifejlddnek a termdtestek, gatld hatasrol nem beszélhetiink, valoszintileg
a Cc.Puml fehérje feleslegessé valik, nincs ra sziikség a termotestképzés kései eseményeihez.

Az egyszeri soksejtli Cr. neoformans PUM1 és CSA2 génjei az ivaros életmenetben
jatszanak szerepet, a CSA2 a meidzis €s a bazidiumérés koordinacidjaért felel (Liu és mtsai,
2018). Kisérleti eredményeink, a delécios és overexpresszids fenotipusok bizonyitjak, hogy a
komplex soksejtii C. cinerea-ortologok (Cc.puml ¢és Cc.csa2) szerepet jatszanak a
termotestképzésben, igy kisérletesen megtdmogattuk a bazidiumos gombak komplex
soksejtliségének eredetére vonatkozd evo-devo hipotézisiinket, melyet ez idaig csak

expresszios adatokra alapoztunk.
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9. abra. (A) Sotétben nevelt vad tipusu, Cc.pum1OE és Cc.csa20E tenyészetek Osszehasonlitasa. (B)
A sotétben nevelt vad tipust, Cc.pumlOE és Cc.csa20E tenyészetek altal fejlesztett 1 cm-nél
magasabb etiolalt termdtestek szamanak eloszldsat szemléltetd violin plotok. Az adatsokasagokat
paronként kétmintds t-probaval hasonlitottam &ssze. (C) Osszendtt etiolalt termétestek. A
képzddmény also részén nem kiilonithetok el az egyedi termétestek. (D) Elagazd mutans termétest-
morfologiak nem eldgazé vad tipust termétestek mellett. A piktogramok azt szemléltetik, hogy a
tenyészeteket valtakozo fényben vagy allandd sotétben neveltem. (E) Robusztus, ,,kisz6” etiolalt
termétestek. A jobboldali képen egy kb. 20 cm hosszu ,,k1sz6” termétest 1athatd, mely a Petri-csésze
fala mentén nott.

5.3. A ACc.puml mutans transzkriptomanalizise

Hat mutans és hat vad tipust (hadrom sotétben nevelt és harom fényindukcionak kitett)
tenyészetb6l kivont RNS-t kiildtiink el szekvenalasra. Kétszeres kiiszobnél a mutans — vad
tipus Osszehasonlitdsban a sotétben nevelt tenyészetek esetén a mutdnsban 829 gén
expresszioja szignifikansan alacsonyabb, 1305 géné magasabb; a fényindukcionak kitett
mintak esetén pedig a mutinsban 1171 gén mutat alacsonyabb és 1268 gén magasabb
kifejez6dést. Mind a mutansban alul-, mind az abban tilmiik6dé gének kozott nagy az atfedés
a két kondicioban (Jaccard-index(alulszabalyozodo gének) = 0,4738; Jaccard-
index(tulmiik6d6 gének) = 0,5416)) (10.A abra). Ha az Osszehasonlitasban a genotipus a

valtoz6, nagyobb az eltérden kifejez6dd gének (DEG) szdma, mint abban az esetben, amikor a

tenyésztési koriilményt (valtakozo fényen vagy sotétben vald nevelés) valasztjuk valtozonak.

Az elsédleges hifacsomok szabad szemmel nem lathatok, mikroszkoppal sem mindig
egyszerii a detekcidjuk. Eppen ezért transzkriptomikai bizonyitékot kerestiink arra, hogy a
ACc.puml delécidés mutansban mar a termotestképzés kezdeti 1€pései sem valosulnak meg. A
galektint kodold Cc.cgl2 gén hifacsomoé-specifikus markernek tekintheté (Nagy és mtsai.,
2023). A mutans micéliumban nem volt mérhetd az expresszidja, mely adat validalja a
megfigyelt fenotipust (10.B abra). A Cc.csa2 kifejezddése a Cc.puml gén meglététdl

fliggetleniil micéliumban az expresszios kiiszob (2 cpm) alatt van.
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A szignifikansan eltéréen kifejez6dd génekre GO-kifejezés dusulasi analizist végeztiink.
AZ 5%-nal kisebb p-értékkel rendelkez6 GO-kifejezéseket manudlisan csoportokba
rendeztem az alapjan, hogy mely DEG-ekhez tartoznak ezek a bejegyzések. A mutansban
alulszabalyozodd gének szignifikdns génontoldgiai kifejezéseit néhany csoportba be lehet
sorolni (2. tablazat): ilyenek a sejtfallal, a glikozil-hidrolaz aktivitassal vagy a
vasanyagcserével kapcsolatos bejegyzések. A mutdnsban tulmikodd génekhez sokkal
tobbféle GO-kifejezés tartozik. A teljesség igénye nélkiil olyan csoportokat alakitottam ki,

mint a vitamin-, bazis-, és kofaktorszintézis, aminosavszintézis és glioxilat-ciklus.

2. tablazat. A sotétben nevelt ACc.puml mutins (sotétben nevelt vad tipushoz képest)
alulszabalyozott génjeinek szignifikansan dusuld génontologiai kifejezései. A szinek a géncsoportok
egyezOsége vagy jelentds atfedése alapjan manualisan alkotott csoportokat jeldlik. Roviditések: BP:
bioldgiai folyamat; MF: molekularis funkcid; CC: sejtkomponens.

Aspektus

(BP, MF,CC) ID Leiras Génarany | p-érték
BP GO0:0055085 transzmembran transport 35/181 1,44x108
BP G0:0005976 poliszacharid-metabolizmus 13/181 6,43x10°
BP G0:0000272 poliszacharid-katabolizmus 10/181 0,000104
BP GO0:0005975  szénhidrat-metabolizmus 26/181 0,000167
MF GO0:0016798 hidrolaz aktivitas, glikozilkotéseken 20/322 0,000998
MF GO0:0004553  hidrolaz aktivitas, O-glikozil vegyliletek hidrolizise ~ 20/322 0,000464
cC G0:0005618  sejtfal 11/120 1,23x10®
CcC GO0:0030312 belsd elvalaszto struktira 11/120 1,23x108
cC G0:0009277 gomba sejtfal 10/120 9,54x108
CcC G0:0071944  sejtperiféria 22/120 6,3x10°
MF GO0:0005199  sejtfal strukturelemei 9/322 5,66x10°
MF GO0:0004609  foszfatidilszerin-dekarboxilaz aktivitas 5/322 4,77x10°
MF GO0:0004601 peroxidaz aktivitas 8/322 0,000287
MF G0:0016684 peroxidaz aktivitas, peroxid akceptoron 8/322 0,000287
MF G0:0020037 hem kotés 38/322 0
MF GO0:0046906 tetrapirrol kotés 38/322 0
MF GO0:0004497 monooxigenaz aktivitas 34/322 0
MF GO0:0005506 vasion kotés 33/322 0

oxidoreduktaz aktivitas, molekularis oxigén
MF G0:0016705 redukcidjaval 34/322 1,6x10710

KEGG-analizist is végeztiink. A mutdnsban alulszabalyozott gének dusulé KO-
kifejezéseinek listdjadban a legmegbizhatobb taldlatok kozott van a ,keményitd- ¢és
szachardzmetabolizmus”, amely a glikogénmetabolizmusra utal. A mutdnsban talmiik6do
gének KO-bejegyzései kozott pedig foleg aminosavak metabolizmusaval kapcsolatos
kifejezések dusulnak, de megjelenik a ,riboszoma”, valamint a nukleotid- ¢és
glutationmetabolizmusra utald kifejezések is. A KEGG cci01100 és ccill10 térképeihez
rendelt azonositok alapjan Fisher-féle egzakt probaval leteszteltem, hogy a DEG-ek kozott
dusulnak-e a metabolikus gének. A kontingenciatablakat a 3. tdblazat mutatja. A teszt alapjan

mind a négy DEG-csoportban (sotétben és fényen alulszabalyozott, illetve talmiikodd)
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szignifikans duasulas jelentkezik. A KEGG-adatbazis segitségével vizualizaltuk a duasulo

utvonalakat (10.G ébra).

3. tablazat. Kontingencitablak a metabolikus dusulas ellendrzésére a DEG-ek kozott. Roviditések: n —
adott csoportba nem tartozod gének (tehat komplementer génhalmaz); MET — metabolikus gének; D —
sOtétben nevelt, L — valtakoz6 fényen nevelt, dwn — alulszabalyozott gének, up — feliilszabalyozott
gének.

MET | nMET MET | nMET MET | nMET MET | nMET
Ddwn 70 123| | Dup 154 305| |Ldwn 97 184 | | Lup 114 285
nDdwn | 1030| 3704 | | nDup 946| 3522| |nLdwn | 1003| 3643]| |nLup 086 | 3542
p=0 p=0 p=0 p=0,0026

A C. cinerea proteomja mind GO-, mind a KO-azonositokkal gyengén annotalt, igy nem
is vartuk ezekt6l az analizisektl, hogy teljesen megértjik, hogy a Cc.puml milyen
folyamatokban vesz részt; azt vartuk, hogy a talalatok iranyitjak majd a figyelmiinket, hogy
milyen géncsalddok, géncsoportok expresszidjat vizsgaljuk meg manuélisan. A GO-analizis
alapjan részletesebben megvizsgaltuk a sejtfallal kapcsolatos géneket. A hidrofobinok olyan
kisméretti, sejtfelszini fehérjék, melyek képesek impregnalni a hifdkat. A szubsztrathoz
tapadd micéliumra, a légmicéliumra és a termotestre eltérd hidrofobinrepertoar jellemzo
(Nagy ¢és mtsai., 2023). Eredményeink szerint a mutansban a hidrofobingének jelent6sen
alulszabalyozodnak (10.C 4bra). A 35 gén koziil csak egy mutatott magasabb expressziot a
mutansban (CopciAB 361161), ¢és egy tovabbi nem szabalyozodik alul jelentdsen
(CopciAB_409790) egyik kondicioban sem. A tobbi hidrofobin legalabb az egyik
kondicidban jelentésen alacsonyabb expresszioval rendelkezik a mutansban a vad tipushoz
képest (hdrom gén esetén legaldbb szdzszoros a kiilonbség). A kitinmetabolizmusban részt
vevo gének kifejezOdésében nem latszik egyértelmi trend, a gliikdnmetabolizmushoz kot6do
gének hotérképén viszont latszik egy alulszabalyozodasra utalo széles jel (10.D abra). A C.
cinerea sejtfalaban B-1,6-, illetve B-1,3-gliikan is talalhatd. Vizsgalataink szerint a B-1,6-
gliikdn bioszintézisében részt vevd gének kifejezddése érintett a mutinsban. A gombak
tartaléktapanyaga a glikogén. Korabbi publikacio alapjan (Nagy és mtsai., 2023) kigyiijtottik
a glikogénmetabolizmusban részt vevd géneket. A glikogenolizis enzimeinek expresszidja
jelentésen alacsonyabb a mutansban, mint a vad tipusban (10.E abra) (pl. a héirom
gliilkoamilazbol kettd, az 6t CBM21-bdl harom alulszabélyozodik), ami a rossz tdpanyag-
mobilizaciora utalhat. A glikogénszintézisben nem lattunk ilyen trendet. Sem a PCWDE
(novényisejtfal-bonté enzim) gének, sem pedig az autofigidban részt vevld gének

expressziojaban nem lattunk jelentds kiilonbséget a vad tipushoz képest, amibdl arra
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kovetkeztethetiink, hogy a mutans nem ¢€hezik a feltételezhetden rossz tapanyagmobilizacid
ellenére sem. (A tenyésztési id6t ugy valasztottuk meg, hogy a vad tipusu kontrollban a
tapanyagfogyas még ne legyen olyan mértékii, hogy beélljon az éhezés allapota.)

Manualis ellendrzéssel megallapitottuk, hogy riboszomalisfehérje-gének (melyek
jellemzden egyiitt szabalyozddnak), tilmiikddnek a mutansban. Ez 0sszhangban van azzal,
hogy a KEGG-analizisben is megjelenik a ,,riboszoma” kifejezés, és hogy mind a GO-, mind
a KEGG-analizis alapjan a mutansban az aminosavak szintézise intenzivebb. A transzkriptom

alapjan az antioxidans rendszer génjei is talmiikddnek a mutansban (10.F abra).

A hidrofobinok elégtelen kifejezddése €és a rossz tapanyag-mobilizacidé Osszefliggésbe
hozhaté a deléciés mutins egészségtelen megjelenésével. Elképzelhetd, hogy a mutdns
vegetativ micéliuma nem tud kell6képpen felkésziilni a termdtestképzésre. Meglepd az
anyagcsere jelentds érintettsége. Ugyanakkor a Cr. neoformans PUML1 génjérdl is ismert,
hogy pleiotrop regulator, igy nem kizarhatd, hogy a Cc.puml-nek is szertedgazd funkcioi

vannak.

A micélialis fenotipus miatt tovabbi parhuzam meriilt fel a PUM1-ortologok szerepét
illetéen a Cr. neoformans és a C. cinerea fejlddésében. A Cr. neoformansban az életmenet
plazmogamidt megel6zd élesztéfazisdban a Puml autorepressziv, a plazmogamiat kdvetd
dikarion fazisban nem autorepressziv, mely tulajdonsaga alternativ transzkripciokezdéssel
szabalyozodik (Kaur, 2016). A C. cinerea a plazmogamia el6tt monokarion formajaban
létezik. Azt a kérdést tettiik fel, hogy lehet-e szerepe a Cc.puml-nek a C. cinerea 6sszeolvado
monokarionjainak robusztusabb dikarionna torténé (metabolikus) atprogramozasaban.
talalhato gének (DEG-ek mono- és dikarionok 6sszehasonlitasaban, mikrochip technologiaval
meghatarozva) eldkisérleteink szerint nagy dusulast (30-70%) mutatnak a ACc.puml — vad
tipus DEG-ek kozott. Ahhoz, hogy errdl tisztdbb képet kapjunk, komparativ
transzkriptomanalizist terveziink mono- és dikariotikus torzsek kozott, melybdl egy Cr.

neoformanséhoz hasonlé transzkripcios szabalyozasra is fény deriilhet.

Hosszabbtavi terveink kozé tartozik a két RNS-kotd fehérje kozvetlen interakcids
partnereinek meghatarozdsa FLAG-tagelés és fehérjetisztitas utan, valamint a bazidium —

termdtest homoldgia egysejt-transzkriptomikaval vald tovabbi tesztelése.
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10. abra. (A) UpSet-dbra a négy DEG-lista atfedéseinek szemléltetésére. DEG-listak
elnevezésének értelmezése: pl. fény alul: a valtakozd fényen nevelt mutansban a valtakozé fényen
nevelt WT-hoz képest alulszabalyozodd gének. Az abra tablazatos része jeloli ki a DEG-listak
metszeteit. (B) A hifacsom6 markernek tekinthetd Cc.cgl2 expresszidjanak sszehasonlitasa. (C-F)
Kiilonb6z6 géncsoportok expresszidjat szemléltetd hotérképek. A genotipus (4Cc.pumli, WT) és a
kezelés (fény, sotét) altal meghatarozott csoportokban 1évé harom replikat kiilon abrazoltam. A
hétérképeket a heatmapper.ca online szoftver segitségével készitettiik el; a klaszterezés a Pearson-
korrelaciok alapjan tortént. A szinezés az adott génre vonatkozé 12 expresszios érték szélsdértékeihez
igazodik. A jobb als6 sarokban 1év0 szinskala mind a négy térképre vonatkozik. (C) Hidrofobingének
expresszidja. (D) A gliikanmetabolizmus génjeinek expresszidja. (E) A glikogenolizis enzimeinek
expresszidja. (F) Az antioxidans rendszer elemeinek expresszidja. (G) A ACc.puml-ben
alulszabalyoz6doé (baloldalt, pirossal) és az abban tilmikodé (jobboldalt, pirossal) gének
feltérképezve a cci01100 globalis KEGG-anyagcseretérképre.
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A 37. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Szathmari Benedek nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benytjtott Termétestképzésben
potencidlisan szerepet jitszé, RNS-kité fehérjét kodolé gének funkciondlis jellemzése
Coprinopsis cinerea modellszervezetben cimii palyamunkdmban leirtak esetében az aldbbi

munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:
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ellendrzése (PCR, RT-qPCR)
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Genomanalizis

Muténsok fenotipizalasa
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