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Bevezetés

A Coprinopsis cinerea a Basidiomycota torzs Coprinopsis nemzetségbe tartozo fonalas
gomba. Nevét az id6s termdtestek lemezeiben bekdvetkezd autolizis soran kialakulo fekete,
tinta-szerii anyagrol kapta. Jellegzetessége, hogy az érett sporak feketére szinezik a kalap belsé
felét és a lemezeket. Az utobbi években szamos kutatas foglalkozott az organizmus pontos
génfunkcidinak feltérképezésével. Ezen vizsgélatok sordn megfigyeltek harom, a kalapban
erételjesen kifejez6do gént, melyek funkciodi eddig még ismeretlenek voltak. A dolgozat témaja
az egyik gén, a ,,white-cap” (whcl) gén miikodésének vizsgalata molekularis- és mikrobiologiai
eszkozokkel. A homolog rekombinacio és CRISPR/Cas9 transzforméacioval 1étrehozott torzsek
kalapjaban a vad tipustol eltéré tulajdonsagok jelentkeztek. A whcl gén hianyaban fehér és
mozaikosan fekete-fehér lemez-fenotipusok megjelenését tapasztaltuk, aminek hatterében
feltehetden a sporak kialakulasaban, valamint a bazidiumsejtek szerkezetében bekdvetkezd
defektus all.

Az eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a whcl gén kifejezddése jelentOs szerepet

jatszik a bazidiosporak fejlodésében és igy a C. cinerea szaporodasaban.



Roviditésjegyzék:

CMM - Coprinopsis Minimalis Téaptalaj/Tapoldat (Coprinopsis Minimal Medium)

CRISPR — Halmozottan el6forduld, szabalyos kozokkel -elvalasztott palindromikus
ismétlédések (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

EDTA — Etilén-diamin-tetraecetsav (Ethylenediamintetraacetic Acid)

Fw — Eléremutat6 (Forward)

FP — Eléremutato inditoszekvencia (Forward Primer)

HMG — High Mobility Group

LB — Luria-Bertani

MM — Mannit-Na-Maleat (Mannitol-Na-Maleate)

MMC — Mannit-Na-Maleat-CaCl, (Mannitol-Na-Maleate-CaCly)

NHEJ — Nem homolog végek egyesitése (Non-Homologous End-Joining)

PCR — Polimeraz (Polimerase Chain Reaction)

PEG — Polietilén-glikol

RegMed — Regeneracios taptalaj (Regeneration Medium)

REMI — Restrikcios enzim altal kozvetitett integracid (Restriction Enzyme-Mediated
Integration)

RT-PCR — reverz transzkripcios polimeraz lancreakcio

Rev — visszafelé mutato (Reverse)

RP — visszafelé mutato inditoszekvencia (Reverse Primer)

SOC - Gliikozzal kiegészitett gazdag tapoldat (Super Optimal broth with Catabolite
repression)

SOX — SRY-hez kapcsolodo HMG-boksz gének (SRY-Related GBOkszBox Genes)

SRY — Sex-Determining Region Y fehérje

TAE — Trisz-Acetat-EDTA

YMG - ElesztSkivonat-Malata-Gliikoz (Yeast extract-Malt extract-Glucose)

VT — vad tipus
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1. Bevezet6
1.1. A Coprinopsis cinerea faj ismertetése

A Coprinopsis nemzetség a Basidiomycota torzs Agaricomycetes osztalyanak
Agaricales rendjének Psathyrellaceae csaladjaba tartozo fonalas gombakat foglalja magaba
(Redhead és mtsai., 2001). A jelenlegi Coprinopsis nemzetség a kétezres évek elején a korabbi
Psathyrella és a Coprinus nemzetségek Gsszeolvadasaval keletkezett. A legijabb molekularis
filogenetikai adatok ismeretében e gombacsoport jelentds taxondmiai atalakitison esett at,
melynek alapjan négy nagyobb kladra oszthat6: a Coprinus stercorarius sensu, Coprinellus,
Parasola és Coprinopsis nemzetségekre (Redhead és mtsai., 2001). A molekularis jellegeken
kiviil, a csoportok elkiilonitésében a termdtestek morfologiai jellemzdi is szerepet jatszottak,
példaul a pileipellis — a kalap legfelsé kutikularétege — szerkezete és a fatyol jelenléte vagy
hianya (Nagy ¢és mtsai., 2012).

A Coprinopsis cinerea viszonylag konnyen felismerheté és meghatarozhato a
természetben, mivel a termdtest szamos egyedi morfoldgiai bélyeggel rendelkezik. Tonkje 5-
10 centiméter magas, felszine szalas €s fehér szinii, melyen sem bocskor, sem pedig gallér nem
alakul ki. Kalapja 1-2 cm széles, kezdetben tojasdad, majd harang alakt, idésebb termétesteken
a szélek felkunkorodnak. A képlet sziirkés szinli és fiatalon fehér pelyhek boritjak, ezek
azonban iddvel lekopnak. A lemezek szabadon és siiriin allnak, keskenyek, kezdetben fehér
szinliek. Ezek a termdtest dregedésével eldszor megsziirkiilnek, mely a fekete sporapornak
koszonhetd, majd az itt lejatsz6dod autolizises folyamatoknak kdszonhetden megfeketednek,
elfolyosodnak. Erre a jellegzetes tulajdonsagra és az igy létrejovo, sotét szinli, a kalaprol

lecsopdgd mucindzus folyadékra utal a ‘tintagombak’ csoportnév (McKnight és mtsai., 1987).



A Coprinopsis név Coprinus-hoz tartozot jelent, mely megnevezés a gérég ‘kopros’-
tragya és ‘Opsis’-megjelenés szavak Osszetételébol jott 1étre és az ide tartozo fajok gyakori
termdhelyeire utal. Ezen informacié birtokaban belathatd, hogy tobb faj is igen fontos szerepet
tolt be az 6koszisztémaban, elsdsorban szaprofita szervezetekként (Varnai és mtsai., 2018). Bar
a faj esetében a lemezekben bekdvetkezd autolizis miatt az id0sebb gombak ehetetlenek,

T4jfoldon a fiatal termOtesteket gytijtik, savanyitva forgalmazzak €s fogyasztjak (Kiies, 2007).

1.2. A C. cinerea, mint modellorganizmus

A C. cinerea faj képviseldit szamos tulajdonsag teszi kivalo modellorganizmussa.
Konnyen tenyészthetd laboratoriumi koriilmények kozott, életciklusa rovid, a leoltastol
szamitott 10-12 napon beliil termdtestet képez (Pukkila, 2011). Esetében a genomszekvencia
elérhetd (Stajich és mtsai., 2010) ¢és szamos génexpresszids adat all rendelkezésre a kiilonféle
fejlodési allapotai kapcsan (Burns és mtsai., 2010; Krizsan és mtsai., 2019; Xie és mtsai., 2020).
A faj vizsgalatait jelentdsen megkonnyiti a kiilonbozd génekre elérhetd knock-out mutdnsok
(Muraguchi és mtsai., 1998), valamint a legtobb termdtestképzd gombaval ellentétben a C.
cinerea genetikai elemzéséhez elérhetdé molekularis eszkdzok. A Binninger altal 1987-ben
kidolgozott transzformacids eljaras segitségével lehetové valt a C. cinerea genetikai
manipulacidja (Binninger €s mtsai., 1987), valamint 2017-ben a CRISPR/Cas9 technikat is

sikeresen alkalmaztak a faj képviseldin (Shi és mtsai., 2017).

1.3 A C. cinerea termoétestképzésének folyamata

A gomba termdétestek nagy differencidltsagot mutatnak, az egyszeriibb
reszupinatusképzd fajoktol a legkomplexebbnek tekintheté kalapos-tonkos (pileate-stipitate)
formakig (Virdgh és mtsai., 2021). A kalapos-tonkds morfoldgia vélhetéen egyszerlibb
képletekbdl alakulhatott ki az altalanos evolucids nyomas hatasara (Varga és mtsai., 2019). A
kalap megléte adaptiv elonyt jelent és szamos termOtestképzd gombacsoportban egymastol
fiiggetleniil jelent meg (Varga és mtsai., 2019), valamint védelmet nyujt és alapot ad a
himéniumnak (a gombdk termdrétege, melyen a szexudlis spordkat létrehozd bazidiumok
helyezkednek el). A kalap kiilonféle morfologiakat mutathat, mint a sima-, rancos-, porusos-,
fogazott-, vagy lemezes himéniumok (Viragh és mtsai., 2021).

A C. cinerea fejlédése a tobbi bazidiumos gombahoz hasonléan a bazidiosporakbol
indul ki, melyek osztdodasuk soran (az oidiumokhoz hasonléan) elsédleges monokariotikus,
haploid hifat hoznak 1étre. A hifdk novekedési sebessége, kiilsé bélyegei eltérdek a kiilonbdzo

torzsek kozott, de altaldnosan megfigyelhetd, hogy az elsddleges haploid hifdk vékonyak,
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keresztmetszetiik nagyjabol 3 um (Kiies, 2000). Szexualis ciklusuk soran az egymassal
kompatibilis parosodasi tipust hifak fuzionalnak (szomatogamia), a sejtmagok azonban nem
olvadnak 0ssze, igy jon létre a mindkét sziil6i sejtmagot tartalmazé dikariotikus hifa. A
szaporodasi tipusok kialakulasaért két lokusz (‘A° €s ‘B°) felelds, melyek tobb, parosodasban
is szerepet jatszo gént tartalmaznak. Ilyen gének termékei példaul a HD1 és HD2 transzkripcids
faktorok és kiilonb6zé feromon receptorok, feromonok (Kiies 2000). Stabil és életképes
dikarionos hifa csak kiilonb6z6 transzkripcids faktorok dimerizécidjaval és eltéré feromon-
feromon receptor komplexekkel johet létre kulcs-zar modellhez hasonléan (Kiies, 2000).
Sikeres egyesiilés utdn az ‘A’ szaporodasi tipus kontrollalja a dikarionos micélium csatképzését
¢s szinkronizalja a sejtosztodast és a szeptumképzést. A ‘B’ szaporodasi tipus a parosodo
segiti el (Swamy és mtsai., 1984), ezt kdvetden a gombak termdteste a dikarionos hifakbol
alakul ki. A kiilonb6zd szaporodasi tipusok inkompatibilitasa laborkoriilmények kozott
nagyban megnehezitette és lassitotta a gomba tenyésztését. A probléma megoldasara UV
mutagenezissel (Muraguchi és mtsai., 1998) 1étrehoztak az AmutBmut megnevezésii dupla
mutanst, amely mind az ‘A‘, mind a ‘B° ivaros lokuszban mutdciét hordoz. A tdrzs
homokariotikus, mely azt jelenti, hogy jellemzdéen kett6, esetleg harom egyforma sejtmag
talalhatd szeptumonként €s azonos tipusu hifavégek egyesiilése esetén is a vad tipusuéval
megegyez0 termotestet €s szaporoddképes sporakat hoz 1étre (Swamy €s mtsai., 1984).

A C. cinerea életciklusa soran négyféle szaporité képlet johet 1étre. A mono- és
dikarionos hifakon is fény indukci6 hatasara aszexudlisan 1étrejové egymagvi szaporito képlet
az oidiospora, vagy oidium (Kiies €s mtsai., 1998). A természetben a kolénidk gyors
szaporodasat biztositjak, laboratoriumban pedig rendkiviil fontos szerepiik van monokarionos
hifarészek izoldlasdban (Kiies és mtsai., 2000). A masik ivartalan szaporodési lehetdség a
klamidospdra képzés, melyek dikarionos micéliumbdl képzddnek és altalaban csak egy
sejtmagot tartalmaznak. Ezért kisérletesen monokarionos elemek dikarionos micéliumokbol
valo kivalasztasaban van szereplik (Kiies €s mtsai., 2000). Fény hidnyaban az elsédleges
hifacsomokbol tapanyagraktarozé kitartoképletek, szklerociumok képzddhetnek (Watanabe és
mtsai., 2011). A negyedik, ivaros uton létrejovo képlet a C. cinerea esetében a termdtest,
amelynek himénuman létrejonnek a bazidiumok, ahol a szamfelezd osztddast kdvetden
1étrejonnek a meiosporak (Kiies €s mtsai., 2000).

A C. cinerea termétestképzése rendkiviil komplex folyamat, amely belsé és kornyezeti

hatdsokra indul meg a dikariotikus hifdk alkotta micéliumon. Kezdetben az elsddleges

s
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struktarat alkot, melynek kialakulasdban nagy szerepe van a fénynek (Kiies, 2000). A fény
mennyiségének az AmutBmut torzs megfeleld oidiumképzésében is jelentds szerepe van (Kiies
¢s mtsai., 2016). A bels6 elhelyezkedésti hifak szovedékébdl alakul ki a masodlagos hifacsomo,
amely esetében egy nagyobb denzitast belsé és egy kiilsé hifaréteget figyeltek meg (Liu és
mtsai., 2005). A masodlagos hifacsoméban kezdddik meg a kalap és a tonk sejtjeinek
ugyancsak meghatarozo tényez6 a fény mennyisége. Az elsé primordialis allapot soran alakul
ki az elsédleges tonk ¢és kalap, ahol nagy mértékii sejtdifferencidcio megy végbe. A mésodik
primordidlis allapotban a primordium gydngy alakot vesz fel, majd megjelennek az elsddleges
lemezek. Az ezt kovetd allapotok soran az egyes gombarészek ndvekedése, valamint a
masodlagos lemezek kialakuldsa torténik meg, a negyedik primordidlis allapotra a gomba
Osszes képlete kialakul. A folyamat az 6t6dik primordidlis allapottal ér véget, ahol végbemegy
a kariogdmia, azaz a dikarionos hifak sejtmagjainak egyesiilése, valamint a bazidiumsejtekben
a meiozis és ezt kovetden kialakul a termétest (Kiies, 2000). A fejlédés utolsé 15 ordjaban a
tonk, késobb pedig a kalap jelentds megnyulasa figyelheté meg (Kamada, 1994), melynek
hatasara a lemezek elvalnak a kalap kiilsd sz¢1ét6l V-alakba rendezddve. A vad tipust egyedek

esetében ezt koveti a lemezek autolizise és elfolydsodasa.

1.4 A termotestképzés genetikai hattere

A gombak termdtestképzését szdmos kiilsd és belso hatas szabalyozasa alatt all. Ilyen
példaul a transzkripcios regulacid, a dikarionos hifdk parzéasa, vagy az abiotikus kornyezet
egyes szegmensei, igy a szén-dioxid koncentracid, homérséklet, vagy a mar korabban is
részletezett fénymennyiség. Ezek vizsgalatara rendkiviil hasznos lehet kiilonb6z6 specifikus
mutansok létrehozésa és megfigyelése, melyek gyakran alkalmazott eszkozei az eléremutatd
“forward’ és visszafelé mutatd ’reverse’ genetikai modszerek. Egy nagyszabast ’forward’
genetikai kisérlet soran Muraguchi és munkatérsai (1999) UV mutagenzissel hoztak létre a
termOtestképzésben defektusokat mutatdé gomba torzseket. Ezeket 9 csoportba soroltdk: 1)
mutansok, ahol az 6reg hifak autolizalnak és a 1égi hifak redukaltak; 2) hifacsomo6t nem képz6-
; 3) és primordium mentes mutansok; 4) a primordiumok termdtestté fejlédésének defektusa;
5) mutansok, ahol a tonk, 6) és ahol a kalap nem nyulik meg; 7) bazidiospdrat nem képzd,
sporamentes torzsek; 8) kombinalt mutansok, ahol tobb, mar felsorolt mutacio is bekovetkezett
¢s 9) egyéb mutansok (Muraguchi és mtsai., 1999; Viragh és mtsai.,, 2021). A gombak
életciklusa soran végbemend folyamatok szabalyozasarol jelenleg kevés informacid all

rendelkezésiinkre, azonban a kiilonb6zé muténs térzsekben megfigyelhetd valtozasok alapjan
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kovetkeztetni tudunk az egyes gének funkcidjara (1. abra). Ilyen gének tobbek kozott az
els6dleges hifacsomok fejlodésében szerepet jatszo cohl (Asgeirsdottir és mtsai., 1997) és pccl
(Murata és mtsai., 1998) C. cinerea-ban, valamint thnl (Raper és mtsai., 1958; Wessels és
mtsai., 1991), gpal és gpa3 Schizophyllum commune-ban (Yamagishi és mtsai., 2002).
Fejlédéstanilag ezt a masodlagos hifacsomo kialakulasa koveti, amelyért C. cinerea esetében a
cfsl (Liu és mtsai., 2006), a primordium képzésben pedig ugyancsak C. cinerea-ban a dstl és
dst2 (Terashima és mtsai., 2005), S. commune esetében a bril, c2h2, fst3, fst4, homl, homz2,
gatl (Ohm ¢és mtsai., 2011) gének szerepe jelentds. A fiatal termétest 1étrehozasaban a meidzis
¢és a tonk megnyutlasa kozben a jelent6sen kifejez6d6 gének a C. cinerea torzsekben a cdc3
(Shioya és mtsai., 2013), cdal, cda2 (Wang és mtsai., 2018) és ctgl (Nakazawa és mtsai., 2009)
gének. Muraguchi ¢€s mtsai. 2008-ban a tonk megnyulasaban, a kalap expanziojaban ¢s a
lemezek autolizisében defektes C. cinerea mutanst izolaltak. Ebben az esetben a 2 HMG-box

domain-nel rendelkez6 gén, az expl esetében valtozott meg a genetikai kod.

Dikarionos micélium Elsédleges hifacsoméd

Kompakt szovet képzédés

SN~/
. Masodlagos
° hifacsomo
Szévet differenciacio
o
C.cin: ichl, .
cagl, tupA 1

Egyestilés

Monokarionos hifa \/1 7

®

L.edo: cdc5,
cipB, Le.MAPK,
Le. DRMIP
C.cin: expl

1. abra: A termétestképzés 1épéseiben résztvevé C. cinerea transzkripcios faktorok és

Autolizis,
sporulécio

Fiatal
termétest

/
/
‘7<
Meidzis

ezek homologjai. Sziirke betliszinnel az ismeretlen, feketével pedig az ismert

T

A differencialodéas és kalapfejlodés a gombak életciklusdnak rendkiviil komplex,

kevéssé ismert folyamatai. A mai ismereteink elsésorban deléciés mutans térzsek vizsgalatan
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alapul, példaul a vad tipust C. cinerea toérzsbél spontan létrejott, igynevezett ichijiku mutans,
ahol a lemezek nem differencidlodnak és nem jonnek 1étre bazidiosporak (Muraguchi és mtsai.,
1998). A gén (ichl) egy metiltranszferaz és egy DNS koté doménnel rendelkez6 fehérjét kodol,
de ennek szerepe még nem tisztazott (Muraguchi €s mtsai., 1998). Egy masik, szintén C.
cinerea torzsben azonositott, a kalapfejlodésben szerepet jatszO gén a cagl. A gén a
Saccharomyces cerevisiae tupl génjének homoldgja, szerepe a szexualis és aszexualis
fejlodésben egyarant ismert (Todd és mtsai., 2003; Elias-Villalobos ¢és mtsai., 2011). A gén
paralogjaval, a Cc.tupA-val egyiitt a fejlodé lemezekben taldlhatd meg nagy mennyiségben
(Masuda és mtsai., 2016) ezért feltételezik, hogy a gombdk lemezeinek differencialodasi
folyamataiban van jelentdsége.

Lentinula edodes-ben felfedezett transzkripcids faktor a cdc5, mely egyes hipotézisek
szerint a kalap differencidlodasaban jatszhat szerepet. Immunkémiai moddszerekkel végzett
vizsgalatok soran megfigyelték, hogy a gén a primordiumban, és az éretlen termdtestben
alacsony-, a himenofor fejlddési helyén viszont magas szinten expresszalodik (Nakazawa és
mtsai., 2008). Emberben (Ajuh és mtsai.,, 2000), Schizosaccharomyces pombe-ban és S.
cerevisiae-ben (Burns és mtsai., 1999) megtalalhato ortologjai elengedhetetlenck az RNS-
intron kivagodasahoz.

A bazidiumok differencialédasanak vizsgalatara Cryptococcus neoformans bazidiumos
¢lesztében létrehoztak a delécids puml mutanst (Wang és mtsai., 2014). A Pum1 alapvetéen
egy RNS koté doménnel rendelkez6 fehérje, melynek fontos szerepe van a sporulacioban és a
bazidium differencidloddsban is (Wang és mtsai., 2014). A mutansokban a bazidium
morfogenezise stulyos karosodast szenvedett és indukalddott a csa2 gén expresszidja, mely
koordinalja a meiodzist és a bazidium érését (Liu és mtsai., 2018). Flammulina filiformis
esetében 5 kiilonbozé puml homolodgot figyeltek meg, melyek koziil kettd expresszidja igen
magas volt a kalapban, ahol a bazidiospdra differencialodas is torténik (Liu és mtsai., 2018).
Elmondhat6 azonban, hogy alapvetden rendkiviil hidnyosak az ismereteink a kalap fejlodését,

illetve a bazidium differencialodasi folyamatokat tekintve.

1.5 Transzkripcios faktorok gombakban
Soksejtli él6lényekben a kalap expresszidjat szabalyozd transzkripcidos faktorok
(Grosberg ¢és Strathmann, 2007). Szamos bizonyiték létezik a kiilonb6z0 transzkripcids

faktorok szerepére a gombak termdtestképzése soran (Vonk és Ohm, 2018), azonban a legtobb

crer
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¢s mtsai., 2019). A termotestképzésben szerepet jatszo transzkripcids faktorok és azok
regulacios haldzatainak megismerése jelentds mértékben hozzdjarulna a termdétestképzés

genetikai hatterének megismeréséhez.
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2. Célkitilizések
A gombak termdtestjei szovetekre tagolodnak és bizonyos sejtjeik specialis funkciok

elvégzésére differencidlodnak. A termétest egy specialis funkciondlis egysége a kalap, melynek
o feladata a szexualis sporak létrehozasa, védelme, valamint terjesztése. Ennek megjelenése
az evolucio soran adaptiv elonyt jelentett a tobbi, kalappal nem rendelkezd gomba taxonnal
szemben. A csoportunk korabban C. cinerea modell organizmusban azonositott egy DNS-ko6to
doménnel rendelkezd transzkripcios faktort (142396), melynek kifejezddése magasabb volt a
kalapban, mint mas szovetekben, igy feltételezhetd, hogy szerepet jatszik a kalap
differenciadlodasaban. Tudomanyos Didkkori munkém céljaul tiiztiik ki az alabbiakat:
1. Az 142396 azonositoju génre nézve delécios torzs létrehozasat C. cinerea-ban, mely

magaba foglalja:

- az 142396 azonositdji gén in vitro osszeszerelt RNP alapti CRISPR/Cas9 rendszerrel

torténod kilitését;

- a tiszta vonalu delécids torzs szelektalasat oidialasi eljarassal.

2. Az izolalt delécios mutansok fenotipus vizsgélatit a vad tipusi és mutans torzsek

termdtestjeinek 0sszehasonlitasaval.
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3. Anyagok és mddszerek

A felhasznalt vegyszerek és oldoszerek a Sigma-Aldrich Kft-t6l (Merck Kft.,
Magyarorszag), a Molar Chemicals Kft-t61 (Magyarorszag) €s a Biolab Zrt-t6]1 (Magyarorszag)
keriiltek beszerzésre. Az egyes 1épések elvégzése soran Eppendorf (Németorszag) kisérleti

eszkozoket alkalmaztunk.

3.1 Alkalmazott taptalajok és tapoldatok

3.1.1. Baktérium tenyésztéshez hasznalt taptalajok és tapoldatok

LB taptalaj/tapoldat (Luria-Bertani): 1 m/VV% tripton, 0,2 m/V% éleszt6 kivonat, 1 m/V%
NaCl. Szilard taptalajhoz a tapoldatot 2 m/V% agarral egészitettiik ki.

3.1.2. A C. cinerea tenyésztéséhez felhasznalt taptalajok és tapoldatok

YMG taptalaj/tapoldat (Elesztokivonat-Malata-Gliikz, Yeast extract-Malt extract-Glucose):
0,4 m/V% ¢éleszt6 kivonat, 1 m/V% malata kivonat, 0,4 m/V% gliikoz. Szilard taptalajhoz a
tapoldatot 1 m/V% agarral egészitettiik ki.

CMM (Coprinopsis Minimalis Taptalaj/Tapoldat, Coprinopsis Minimal Medium): 0,2 m/V%
L-aszparagin, 1 m/V% gliikkéz, 2,5 V/V% Stock A, 0,1 V/V% Stock B, 1 V/V% Stock C. Szilard
taptalajhoz a tdpoldatot 1 m/V% agarral egészitettiik ki.

Stock A: 4 m/V% KH2PO4, 9 m/V% NaHPO4, 1,16 m/V% NaxSOa, 2 m/V% di-ammonium-
tartarat. Az oldatot desztillalt vizzel higitottuk 500 ml végtérfogatra.

Stock B: 4 m/V% tiamin, melyet desztillalt vizzel 500 ml végtérfogatra higitottunk.

Stock C: 2,5 m/V% MgSO4 x 7H20, melyet desztillalt vizzel 500 ml végtérfogatra higitottunk.
RegMed (Regeneracié Taptalaj/Tapoldat, Regeneration Medium): 0,2 m/V% L-aszparagin,
17,2 m/V% szachardz, 0,5 m/V% keményitd, 0,4 m/V% gliikkéz, 2,5 V/V% Stock A, 0,1 V/V%
Stock B, 1 V/V% Stock C. Szilard taptalajhoz a tapoldatot 1 m/V% agarral egészitettiik ki,
fedéagar esetében 0,7 m/V% agart. Szelektiv taptalaj esetén a taptalajt 100 pg/ml

hygromycinnel egészitettiik ki.

3.2. Oldatok és reagensek

3.2.1 Gibson Assembly soran hasznalt oldatok

NEBuilder HiFi Assembly Master mix (New England Biolabs, USA).

SOC tapoldat (Gliikkozzal kiegészitett gazdag tapoldat, Super Optimal broth with Catabolite
repression): 2 m/V% tripton, 0,5 m/V% ¢leszt6 kivonat, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgClz és 20 mM gliikoz desztillalt vizzel 1 1 végérfogatban.
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3.2.2. PCR soran hasznalt oldatok
Phusion PCR Master mix: 7,5 ul Thermo Scientific™ (USA) Phusion U Green Multiplex
PCR Master Mix, 6 pl desztillalt viz, 0,5 ul forward inditészekvenciat tartalmazo oldat, 0,5 pl

reverz inditoszekvenciat tartalmazo oldat és 0,5 ul DNS 15 ul végtérfogatban.

3.2.3. Agaroéz gélelektroforézis soran hasznalt oldatok
1x TAE puffer (Trisz-Acetat-EDTA): 0,5 m/V% Trisz-(hidroximetil)-amino-metan, 0,04
m/V% EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav), 0,1 V/V% ecetsav. A puffert desztillalt vizzel

egészitettiik ki 1 liter végtérfogatra.

3.2.4. C. cinerea trasznformacié soran hasznalt oldatok

MM puffer (Mannit-Na-Maleat, Mannitol-Na-Maleate): 2:1:1 aranyban 1M mannitol, 0,2M
Na-maleat (pH=5,5) és desztillalt viz.

MMC puffer (Mannit-Na-Maleat-CaCl,, Mannitol-Na-Maleate-CaClz): 1:0.5:0.05:0.45
aranyban 1M mannitol, 0,2M Na-maleat (pH=5,5), IM CaCl: oldat és desztillalt viz.

Cas9 puffer: 2 ml 1M HEPES, 1ml MgCl,, 50 ul ditiotreitol 5 ml 3M KCI, RNaz mentes vizzel
10 ml-re kiegészitve.

PEG/CaCl: oldat (Polietilén-glikol/CaCl,): 25 m/V% PEG 4000, 0,4 VIV% 1M Tris-HCI
(pH=7,5), 2,5 VIV% 1M CaClo.

Protoplasztalé elegy: 50 pul Megazyme Protoplast F-t és 500 ul Novozymes® VinoTaste®
Pro-t 550 pul MM pufferben oldva.

3.3. Alkalmazott inditoszekvenciak

3.3.1 Transzformacios vektor fragmentumok  felszaporitisahoz  hasznalt
inditoszekvenciak

Hyg FP: 5’-TGAACCGCCTTCAAAGTTATTTACTCATTCATTTAAACGGCTTCACGG-
3’ (Tm: 68 °C)

Hyg RP:5’- GAAAGGTAGAAGCTACCT -3’ (Tm: 70 °C)

DHA FP:5’- AGAGATGAATATTGTCTAGACAGTGACCTGGACCTGATGG -3’ (Tm: 66
°C)

DHA _RP: 5’- GATGCGAGAGGAGGAACGGTC -3’ (Tm: 61 °C)

UHA _FP: 5’- CATCCGGCTCGTACAATTATGTACT -3’ (Tm: 58 °C)

UHA RP: 5’- GGTACTTGGCGGAAGTTTCAATAAATGAGTAAGTAAATTTGCC -3’
(Tm: 64 °C)
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3.3.2 Génkiiités vizsgalatanak PCR ellendrzéséhez alkalmazott inditoszekvenciak
UHA: 5’- CATCCGGCTCGTACAATTATGTACT -3’ (Tm: 58 °C)

DHA: 5’- GATGCGAGAGGAGGAACGGTC -3’ (Tm: 61 °C)

Digl FP:5’- CCGATCCAGTCAGTTCCCGAAA -3’ (Tm: 58 °C)

Digl RP:5’-GGCTTTTGGTCAGTGATGCGTG -3’ (Tm: 60 °C)

Dig2 FP: 5’- TCATACAGTCCCAACCCGAACC -3’ (Tm: 61 °C)

Dig2 RP: 5’- GCCGAGGTGTTGTAAGTAAGCC -3’ (Tm: 60 °C)

gene FP: 5’- ACATTGAACGCTGATGGAACC -3’ (Tm: 58 °C)

gene RP: 5°- GCAGCTTAAGGTACGTAGAC -3’ (Tm: 56 °C)

3.4. Tenyésztési koriilmények
3.4.1. Baktérium tenyésztési koriilmények

Transzforomalas soran az Escherichia coli NEB5Sa baktérium toérzseket LB taptalajon
37 °C-on neveltiik.

3.4.2 C. cinerea esetén alkalmazott tenyésztési koriillmények
3.4.2.1 C. cinerea oidium-képzéshez alkalmazott tenyésztési koriilmények
Az YMG téptalajon fenntartott C. cinerea torzset oidium termeléséhez YMG taptalajon

novesztettiik 37 °C-on ndvényneveld kamraban allandé megvilagitas mellett.

3.4.2.2 C. cinerea termétestképzés indukalasanal alkalmazott tenyésztési koriilmények

A termotestképzéshez a gombdkat 1 m/V% gliikkozt tartalmazdé YMG téptalajon
novesztettiik 4 napig (a telep a csésze sz€lét 1 cm-re kozelitette meg) 37 °C-on s6tétben, majd
a termOtestek megjelenéséig 28 °C-os 12 oranként valtakozo sotét/vilagos inkubatorban

neveltik.

3.4.2.3 A C. cinerea novekedési sebességének meghatarozasanal alkalmazott tenyésztési
korillmények

A novekedési sebesség meghatarozasahoz 1 m/V% gliikozt tartalmazé YMG taptalajon
a C. cinerea torzsek felét 37 °C-on 4 napon at 24 oran keresztiilt sotét, illetve ezzel
parhuzamosan, masik felét 37 °C-on 4 napon at 24 6ran keresztiil folyamatosan megvilagitott

inkubéatorban neveltiik.
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3.5. Alkalmazott modszerek
3.5.1. Polimeraz lancreakciéo (PCR)
3.5.1.1 A javitotemplat kazetta osszeszereléséhez hasznalt PCR reakciok
A javitotemplat kazettat alkotd fragmensek Osszeszereléséhez az egyes fragmenseket a
kovetkezoképpen szaporitottuk fel:
Az upstream homolog kart C. cinerea genomi DNS-r6l szaporitottuk fel az ,,UHA-fwd”
¢és ,,UHA-rev” inditészekvencidk segitségével. A reakciokoriilmények a kovetkezok voltak:
1. 98 °C —2p; 2. 98 °C — 10mp; 3. 65 °C — 30mp; 4. 72 °C — 3p — 2. 1épés 34x; 5. 72 °C — 10p
A downstream homolog kart C. cinerea genomi DNS-r61 amplifikaltuk fel a ,,Digl-
fwd” ¢és ,,Digl-rev” inditészekvencidk segitségével. A reakciokoriilmények a kovetkezok
voltak:
1. 98 °C —2p; 2. 98 °C — 10mp; 3. 65 °C — 30mp; 4. 72 °C — 3p — 2. 1épés 34x; 5. 72 °C — 10p
A hygromycin rezisztenciat kodold hph gént a ,Hyg FP” ¢és ,Hyg RP”
inditoszekvencidk segitségével szaporitottuk fel. A reakciokoriilmények a kovetkezok voltak:
1.98 °C —2p; 2. 98 °C — 10mp; 3. 65 °C —30mp; 4. 72 °C —3p — 2. 1épés 34x 5. 72 °C — 10p
A transzformaciot kdvetden izolalt hygromycin rezisztens torzsek PCR ellendrzését a
,Digl”, [ Dig2”, [ UHA/DHA” és ,gene” inditdoszekvencia parokkal végeztik el. A
reakciokoriilmények a kovetkezok voltak:
1.98 °C —2p; 2. 98 °C — 10mp; 3. 69 °C — 30mp; 4. 72 °C — 2p — 2. Iépés 34x; 5. 72 °C — 5p
Az oidialast kovetden megjelend torzsekbdl Bastian Dornte és Ursula Kiies nyomén
mikrohulldmu siitét alkalmazo protokoll (Dornte és Kiies, 2013) segitségével kivont és a
mutans fenotipust gombakbodl vett DNS mintak PCR ellendrzését a Digl, Dig2, UHA/DHA ¢és
gene inditoszekvencia parokkal végeztiik el. A reakciokoriilmények a kovetkezok voltak:

1.98 °C —2p; 2. 98 °C — 10mp; 3. 69 °C —30mp; 4. 72 °C — 3p — 2. [épés 34x; 5. 72 °C - 5p

3.5.2 PCR fragmentek tisztitasa
A PCR fragmentek tisztitasat a Macherey-Nagel™ Nucleospin™ Gel and PCR Clean-

up Kit-el a gyarto altal javasolt protokoll segitségével végeztiik el.

3.5.3. Gibson osszeszerelés
A Gibson 0Osszeszereléshez (assembly) a tisztitott fragmenseket egyenld molaris
aranyban Osszekevertiik 5 ul végtérfogatban 5 pul Gibson Master Mix-szel €s egy 6ran at 50 °C-

on inkubaltuk.
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3.5.4. Baktérium transzformacio

A Gibson reakcié 4 pl-ét kompetens E. coli NEB5a sejtekbe juttattuk és 30 percen at
jégen inkubaltuk. Ezt kdvetden 30 mésodpercig 42 °C-on hdsokkoltuk a sejteket, majd 2 percig
ujra jégen inkubaltuk. Az inkubaciét kovetden 950 pl SOC tapoldat hozzaadasa utan 1 6ran at
37 °C-on regeneraltuk a sejteket, majd 100 pg/ml ampicillin tartalmua LB taptalajra szélesztettiik
100 pl végtérfogatban.

3.5.5 Plazmid minipreparatum készitése (MINIprep, 50 ul-es végtérfogatban)
A plazmid minipreparatum készitését LB tapoldatban tenyésztett E. coli NEBS5a
baktériumokbol Macherey-Nagel™ Nucleospin Plasmid QuickPure™ Kit-tel, a gyarto altal

javasolt protokollt kdvetve végeztik el.

356 A plazmidok nagy mennyiségben torténé tisztitasa (MIDIprep, 200 pl
végtérfogatban)
A plazmid nagy mennyiségben torténd tisztitdsat a Macherey-Nagel™ NucleoBond™

Xtra Midi Plus EF Kit-tel a gyarto altal javasolt protokollt kovetve végeztiik el.

3.5.7. Ribonukleoprotein tervezése és komplex osszeszerelése

A gRNS-cket az sgRNACas9 szoftver segitségével terveztiik meg és az Integrated DNA
Technologies Inc (USA) céggel szintetizaltattuk meg. A reakcidhoz 1,2 pl crRNS, 1,2 ul
tractrRNS ¢és 9,6 ul nukleaz mentes duplex puffert mértiink 6ssze PCR csdvekbe, amiket elészor
95 °C-on, majd 5 percig 25 °C-on inkubaltunk. Ezt kovetden 0,5 pl tisztitott Cas9 enzimet
(Intergrated DNA Technologies Inc., USA), 1,5 ul Cas9 és 1ul duplex puffert (Integrated DNA
Technologies Inc., USA) adtunk a reakciohoz. A fehérje-RNS komplex Osszeszereléséhez a

reakciot 37 °C-on inkubaltuk 15 percig.

3.5.8 C. cinerea transzformalasa

A C. cinerea transzformalasat protoplasztalt oidiumokon végeztiik el. Ehhez 10 ml steril
desztillalt vizet pipettaztunk az az oidiumoztatott C. cinerea tenyészetekre, amikrdl steril
spatulaval, kapargatassal gyiijtottiink oidiumokat. Ezt 40 pm-es Avantor (USA) sejtszlir6n
keresztiil 50 ml-es Falcon csdbe pipettaztuk, majd 10 percig 2400 x g sebességgel, 25 °C-on
centrifugaltuk. A sejteket 5 ml MM pufferben szuszpendaltuk fel, majd megismételtiik az el6z6
centrifugési eljarast. A sejteket ezutan protoplasztald elegyben protoplasztaltuk 37 °C-on 950

X g sebességgel razatva.
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A protoplasztokat ezt kovetden 10 percen keresztiil 640 x g sebességgel centrifugaltuk,
majd a feliiliszo eltavolitisa utan a sejteket 5 ml MMC pufferel szuszpendaltuk fel.
Megismételtiik a centrifugalast, majd az igy atmosott protoplasztokat 200ul MMC pufferben
szuszpendaltuk. Ezutan 100 pl protoplaszthoz hozzaadtuk az 6sszeszerelt RNP komplexet, 25
ul PEG/CaCl; oldatot, és 10 ug javitdo templat DNS-t, majd 30 percig jégen inkubaltuk a
reakciot. Ezt kdvetden 500 pul PEG/CacCl; oldatot adtunk az elegyhez és 25 °C homérsékleten
10 percig inkubaltuk. az inkubalas utan 20 ml MMC puffert adtunk a mintdkhoz, amiket aztan
1100 g sebességgel 10 percen keresztiil 25 °C-on centrifugaltunk. A feliiliszot eltavolitottuk és
a sejteket 3 ml MMC pufferben szuszpendaltuk. A reakcidt végiil 600 ul-es aliquotokban
szétosztva RegMed taptalajra szélesztettik, melyekre masnap 400 pg/ml hygromycint

tartalmazo fedbagart szélesztettiink.

3.5.9. DNS kivonas
3.5.9.1. DNS kivonas mikrohullamu siitével

Az 1,5 ml térfogati Eppendorf csovekbe 100 ul desztillalt vizet pipettaztunk, majd
sterilizalt fogpiszkdloval egy 2x2 mm-es micélium darabot mostunk bele. Ezt kdvetden
mikrohulldmu siitében 1 percig 600 Watt-on kezeltiik a mintdkat, majd vortexelés utan 30
masodpercig szobahOn inkubéltuk 6ket. Ezt kdvetden 1 percig ujra mikrohullamu siitben
melegitettik a mintakat 600 Watt-on, majd 10 percre -20 °C-ra helyeztiik az Eppendorf
csoveket. Ezt kovetden 9300 g sebességgel 5 percen keresztiil, 25 °C-on centrifugaltuk a

csoveket.

3.5.9.2 Nagy tisztasagi genomi DNS kivonas
Nagy tisztasagit DNS kivonasahoz a NucleoSpin® Plant II DNS izolacids készletet és
a gyart6 altal javasolt protokollt alkalmaztuk.

3.5.10 RNS kivonas
Az RNS kivonashoz a Zymo Research Quick-RNA™ MiniPrep készletet alkalmaztuk
¢és a gyarto altal javasolt protokollt kovettiik.

3.5.11 ¢DNS szintézise

A cDNS szintézisét a mutans torzsekbdl kivont templat mRNS-rdl készitettiik reverz

transzkripcioval a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific)
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segitségével, a gyartd altal javasolt protokoll alapjan. Az expresszid vizsgalatit RT-PCR

segitségével végeztiik el.

3.5.12 Tiszta genotipusu C. cinerea mutans torzsek izolalasa

A tiszta genotipusi mutansok izolalasdhoz a transzformalasnal alkalmazott modszerrel
megegyezden gyijtottiink oidiumot a transzformans térzsekbol, amiket a 0,1 V/V% Tween-20
hygromycines YMG téptalajra szélesztettiik. A megjelend koloniakat kiilon taptalajra helyeztiik
¢s PCR-rel vizsgéltuk a genotipust.

3.5.13 C. cinerea fenotipusanak vizsgalata
3.5.13.1 Mikroszkdpos vizsgalatok
3.5.13.1.1 Fénymikroszkopos vizsgalatok
A fiatal, még nem autolizal6 kalap lemezeibdl mintat vettiink és Leica DM 2500 LED
(Leica, Németorszag) fénymikroszkoppal 40x, 100x, 200x és 400x nagyitasokkal vizsgaltuk.

3.5.13.2 Micélium novekedési sebességének vizsgalata

A micélium novekedési sebességének vizsgalatahoz két mutans és a vad tipusu torzseket
a ket eltérd fényviszony (24 oran keresztiil sotét/megvilagitott) mellett YMG és 72 gliikozos
YMG taptalajokon neveltiikk. Négy napon keresztiil, minden 24. 6rdban, minimum harom
parhuzamos torzs mérését végeztiik el és a kiilonbségek szignifikancidjat Student’s t-teszt

segitségével vizsgaltuk GraphPad Prism szoftver (https://www.graphpad.com/) segitségével.

3.5.14. Bioinformatikai vizsgalatok
A filogenetikai analizishez hasznalt genomokat a JGI Mycocosm portalrol

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home) toltottiikk le. A szekvenciahasonlosagi

keresést mmseqs allvs.all kereséssel végeztik el. A fehérjecsaladokat az MCL clustering

algoritmus  (http://micans.org/mcl/) segitségével rendeztiik 0Ossze. A filogenetikai fa

elkészitéséhez egykopids ortocsoportokat hasznaltunk. Ezek aminosavszekvencidit a Mafft

szekvenciaillesztd ~ programmal  (https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/)  illesztettiik

egymashoz. Az illesztékeket ezutan a Trimal szoftverrel (http://trimal.cgenomics.org/)

szerkesztettiik. A szerkesztett illesztékek és FastTree szoftver (https://bio.tools/fasttree)

segitségével készitettilk a filogenetikai fat. A whcl transzkripcios faktor meglétet/hianyat a
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Phy3D szoftverrel (https://phyd3.bits.vib.be/) vizualizaltuk. A fent emlitett 1épéseket az R

szoftver (https://www.r-project.org/) segitségével végeztiik el.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1 Kalapspecifikus transzkripcios faktorok azonositasa
4.1.1. Az 142396 azonositoju transzkripcios faktor azonositasa

A kalap differencialodasat egy konzervalt génregulacios halozat szabalyozza, melynek
szabalyozasi mechanizmusairdl kevés informacié all rendelkezéslinkre. Korabban
bioinformatikai eszk6zokkel olyan konzervalt transzkripcios faktorokat azonositottunk, melyek
magas transzkripcids szintet mutattak a kalapban. Ezen transzkripcios faktorok koziil, Krizsan
¢s munkatarsai 2019-ben leirt (Krizsan és mtsai., 2019) eredményei, valamint Varga 2020-ban
megjelent doktori értekezése alapjan (Varga, 2020) vizsgalatunk célpontjaul az 142396

azonositoju transzkripcios faktort valasztottuk (2. abra).
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2. abra: Az 142396 fehérjeazonositoju gén kifejez6dése C. cinerea ‘szoveteiben’ a
vegetativ micélium, hifacsomok és a primordialis allapotok soran (Varga, 2020). A

kalap szoveteiben mért transzkripcids szintet rozsaszinnel jeloltiik.

4.1.2 Az 142396 azonositéju transzkripcios faktor in silico jellemzése
4.1.2.1. Az 142396 azonositéju transzkripcios faktor doménosszetétele

A vizsgalt transzkripcios faktor egy 1669 aminosav hosszisagu, 52.09 kDa tomegii
fehérje, ami egy sejtmagi lokalizacios szignallal és egy HMG-box doménnel rendelkezik. A
domén szdmos funkcidohoz kothetd, a gombdk esetében példaul specifikus szexudlis- €s
aszexualis fejlodési utak és anyagcserepalyak szabalyozasaval van kapcsolatban (Ait Benkhali

¢s mtsai. 2013; Bokor ¢és mtsai. 2019; Stros ¢és mtsai.,, 2007), de megtaldlhato SOX

------
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(Zhang és Hou, 2021). Megemlitendd, hogy a termdtestképzésben szerepet jatszo F. velutipes
PDD1, a C. cinerea PCCI1 ¢és EXP1 faktorok szintén HMG-box doménnel rendelkeznek (Wu
¢s mtsai., 2019).

4.1.2.2 A 142396 azonositéju transzkripcios faktor filogenetikai analizise

A filogenetikai analizishez komplexebb szervezddésti, kalappal rendelkez6 bazidiumos
gombak, egyszeriibb reszupinatusképzé bazidiumos gombdk, bazidiumos és aszkuszos
¢lesztok, valamint ndovénypatogén fonalas gombak genomjat gyiijtottiik 6ssze és vizsgaltuk a
142396 azonositdju transzkripcids faktor jelenlétét (3. abra). A 142396 jelii transzkripcids
faktor ortologjai az Agaricales, Polyporales és Boletales rendekben talalhatok meg, ahol
szamos kalappal rendelkez6 gomba szerepel. Ugyanakkor nincs jelen a koran elagazo

bazidiumos gombakban, sem a Cantharellales rendben, mely utobbi mar rendelkezik kalappal.

| |

Mellp2_3
Ustma2_2
Cryne_H99_1
Treme1
Dacspl
Cananzi
Aurde3_1
Fomme1
Phchr2
Fompi3
Travel
Punst1
Glotr1_1
Jaaart
Serla_varshal
Suisubl1
Hydpi2
Paxin1
Paxru2
Sdcil
Pismi2
Pisti2
Pilcr1
Plicr1
Pleeryl

Melampsora larici-populina
Ustilago maydis
Cryptococcus neofermans
Tremella mesenterica

_ Dacryopinax primogenitus
Cantharellus anzutake
Auricularia delicata
Fomitiporia mediterraneg

@ Phanerochaete chrysosporium

@ Fomitopsis pinicola

@ Trametes versicolor
Punctularia strigosozonata

© Gloeophyilum trabeum
Joapia argillaceae

@ Serpula himantioides

@ Suillus cf. subluteus

@ Hydnomerulius pinastri

© Paxillus involutus

© Paxillus rubicundulus

@ Scleroderma citrinum

@ Pisolithus microcorpus

@ Pisalithus tinctorius
Piloderma croceum

@ Plicaturopsis crispa

@ Pieurotus eryngii

PleasPC9_1 Pleurotus ostreatus
Ptegral Pterula gracilis

Scheo3 Schizophylium commune
Gymlu1 Gymnopus luxurians
Hymrad1 Hymenopellis radicata
Qigib1 Clitocybe gibba

Lepnudi
Lacbi2

Galmal
Phocon1
Hebcy2
Cyastr2
Agabivarbur1
Copmarl
Copdi_AmutBmut
Copph3
Amamui
Neairr1
SacceM3838_1
Aspni_NRRL3_1
Neucr_trp3_1

@ Lepista nuda

@ Laccaria bicolor

@ Galerina marginata

@ Pholiota conissans
Hebeloma cylindrosporum

@ Cyathus striatus

) Agaricus bisporus

@ Coprinopsis marcescibilis

@ Coprinopsis cinerea

© Ccoprinopsis sp.

@ Amanita muscaria
Neolecta irreqularis
Saccharomyces cerevisiae
Aspergilius niger
Neurospora crassa

3. abra: A 46 kivalasztott gombafaj in silico modszerekkel 1étrehozott
filogenetikai rendszere. A kivalasztott fajok JGI Mycocosm azonositoit az abra
jobb oldali, oszlopaban tiintettiik fel a megfeleld fajnevekkel egyiitt és jeloltiik a
leszarmazasi kapcsolatokat. A piros szini telitett korok az 142396 azonositoji

transzkripcids faktor ortologjainak jelenlétét, az iires korok annak hidnyat jelzik.
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4.1.3 Az 142396 azonositojua transzkripcios faktor delécidja
4.1.3.1 Delécios kazetta megtervezése és osszeszerelése

A transzkripcids faktor kiiitéséhez delécios kazettat terveztiink a SnapGene szoftver
segitségével (4. abra).

Ezt 6sszesen 4 fragmensbdl allitottuk eld. A plazmidba hygromycin rezisztencia gént
épitettiink be, hogy a késdbbiekben, a transzformacid sordn ellendrizni tudjuk a plazmid
bizonyos részeinek genomba épiilését. A tovabbi harom elem a pUC19 plazmid toredék és a
gént kozrefogd homolog karok voltak.

A vektor fragmentumait PCR reakcidval szaporitottuk fel, majd a Gibson Assembly

protokollt kdvetve szereltiik dssze.

142396 _UHAOP_FP (637 .. 674)
/ 142396 _UHA _FP (666 .. 690)

_142396_UP_S1 FP (843 ..864)
7~

(5806 .. 5817) 142396_UHAOP_FP

AmpR promoter
142396_

Gibson_Hyg Jl,— 142396_Hyg FP (1637 .. 1684)

- 142396_UHA RP (1634 .. 1676)

(4504 .. 4544) 142396_DHAOP_RP —\
(4495 .. 4515) 142396_DHA_RP

(4283 .. 4304) 142396 DW_S2 RP ~

(3483 .. 3539) 142396_Hyg RP 142396 DHA FP (3500 .. 3539)

3. abra: A hygromycin rezisztenciaban szerepet jatszo gént tartalmazé vektor felépitése
(SnapGene szoftver). Lila betliszinnel a fragmentumokhoz kapcsolddo

inditdszekvenciakat jeloltiik.

4.1.3.2. 142396 azonositoju transzkripciés faktor deléciéja C. cinerea-ban
4.1.3.2.1 Transzformacios hatékonysag

A vizsgalando6 gént az Anyagok és modszerek szakaszban targyaltak alapjan titottiik ki.
Ennek eredményeként 11 transzformans telepet kaptunk ~ 107 protoplaszt transzformaldsaval.
Egyéb fajoknal (példaul S. cereviseae) tapasztalt adatokkal Osszehasonlitva a folyamat
transzformacios hatékonysaga igen alacsony (Kawai és mtsai., 2010). Ez azonban altalanos a
bazidiumos gombdk esetében, szdmos alcsoportra jellemzd egyedi tulajdonsag (pl.
sejtfalosszetétel, egyes DNS javitdmechanizmusok aktivitasa és inaktivitasa). Ezek a tényezok
jelentésen lecsokkentik a sikeres, tervezett genom modositdsokat a bazidiumos gombak

korében (Honda és mtsai., 2019).
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4.1.3.2.2 A delécio ellendrzése

SnapGene segitségével a génhez és a gén upstream, illetve downstream szegmenseire
inditészekvencia pdarokat terveztiink (5. abra). A transzformalds eredményeként kapott
torzsekben a transzkripcids faktor deléciojat PCR reakcioval, a Digl, Dig2, UHA/DHA ¢és gene

inditészekvenciakkal ellendriztiik (6. abra). A PCR vizsgalatok alapjan két delécios torzset

sikeriilt elallitanunk (#1; #6).

(1693 .. 1713) 142396_gene_FP
142396 _Dig2 RP (3356 .. 3377)

E) o i) LEPEER DI iy (2691 .. 2710) 142396 _gene RP
(454 .. 478) 142396_UHA (2618 .. 2639) 142396_Dig2_FP 142396_DHA (3889 .. 3909)
(0) Start (1775 .. 1796) 142396 Digl_RP End (4429)
1000 -2000! * 3000 N 4000
CDS_142396
upstream hom. kar [[ downstream hom. kar |

142396exon3_S 63

I

4. abra: Az ellendrzd inditdszekvencia parok elhelyezkedése. A vizsgalataink soran a

Digl, Dig2, UHA/DHA és gene inditdszekvencia parokat hasznaltuk.

Digl
#1 #2 #3 #8 #9 #10 #11 VT
643bp

—

.

UHA/DHA
#1 #2 #8 #9 #10 #11 VT

#8 #9 #10 #11 VT

760bp

#7 #8 #9 #10 #11 VT

6. abra: A transzformaciot kovetd PCR vizsgalatok gélelektroforézis futasai. A fragmensek
nagysagat kalibracios oldattal hataroztuk meg. A sikeres kivagodasra utald eredményeket az
#1 és #6 torzsek esetében kaptunk. Molekulasuly marker: GeneRuler (1kb DNA ladder,
Thermo Scientific).
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4.1.3.2.3 Delécio vizsgalata a fenotipizalas soran

Az #1 és #6 transzformans torzsekbdl oidiumoztatassal tiszta delécids tipusu
monokarionos torzseket allitottunk eld, melyeket a fent leirtakkal megegyez6 modon
ellendriztiink (7. abra). A mutans torzseknél ellendriztilk a gén kifejez0dését ugy, hogy a
delécios torzsekbdl izolalt RNS-rél cDNS-t szintetizaltunk reverz transzkriptazzal és errdl a
gene inditészekvencia-par segitségével probaltuk meg sokszorositani a transzkripicios

faktorunkat kodolé DNS szakaszt (8. abra).

VI UHADHA 41 g6 VT

N —

- a— 1 P—

3456bp

7. abra: A mutans fenotipusu gombéak micéliumabol vett DNS minta PCR ellenérzésének gél
elektroforézises képe. Molekulasuly marker: GeneRuler (1kb DNA ladder, Thermo
Scientific).

»

8. abra: Az mRNS-r6l szintetizalt cDNS PCR ellenérzésének gél elektroforézises képe.
Molekulasuly marker: GeneRuler (1kb DNA ladder, Thermo Scientific).

4.2 Az 142396 transzkripcios faktor delécios torzs jellemzése
4.2.1 A delécios torzs novekedési sebessége
A létrehozott delécids torzs jellemzése soran megvizsgaltuk az egyes torzsek

¢letképességét esetlegesen érintd valtozasokat. Kisérleteinkben elséként YMG taptalajon
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teszteltiilk a mutans torzs novekedését. A vizsgalatok soran a csészék felét 37 °C-os, 24 oran
keresztiil sotét, masik felét 37 °C-os, 24 6ran keresztiil megvilagitott inkubatorba helyeztiik. A
telepek atmérdjét 5 parhuzamos mintavétellel az atoltastdl szamitott minden 24. déraban
megmértiik, 96 oran keresztiil (9. abra).

A soOtétben, valamint fényben torténd inkubécid soran a delécids torzs novekedési
sebessége majdnem minden esetben nagyobb volt a vad tipusiénal. A mutans, valamint a vad
tipus novekedése kozti eltérés a fény jelenlétében jelentdsebbnek bizonyult, mint a s6tétben
torténd inkubécid esetén. Sajnos a hifas ndvekedés gyorsuldsa és a termotestképzés kozotti
kapcsolat magyarazatara igen kevés adat all rendelkezésre, ezért a folyamat megfejtése még

tovabbi vizsgalatokat igényel.

24h sétét 24h fény
80 +— =
-+
— 60 kR s
= Torzs
=
Q D Awhcl
E w
3 0w
B b
5 -
E Szignifikancia:
- . P<0.05
H - P<0.01
b P=0.001
0 —J L1 -

24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h
Eltelt 6rak szama (h)

9. abra: A micéliumok novekedési adataibol készitett oszlopdiagramm. A kategoridkat az
inkubalas soran alkalmazott fénymennyiség, illetve a taptalajok gliikoztartalma alapjan
kiilonitettiik el. A statisztikai értékelést a Student’s t-teszt segitségével végeztiik el, a vad

tipusu torzshoz viszonyitva, ahol *: p <0,05; **: p <0,01 és p<0,001.

4.2.2 A delécios torzs termotestjeinek vizsgalata

Mivel a kivalaasztott transzkripcios faktor az in silico vizsgalatok soran alapjan
elsésorban a kalapban fejezddik ki, a gombdkon termdtesteket képeztettiink és megvizsgaltuk
a kalap fenotipusat. A tiszta genotipusu delécios torzsek kalapja a vad tipusu egyedekétdl - ahol

ez a képlet fekete - eltérden fehér szinii volt (10. abra). A lemezek tovabbi vizsgalatanak
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fliggvényében valosziniisithetd, hogy a pigmentacié hidnya a sporulacios defektusra vezethetd
vissza. Ezt tAmasztja ald a Lu és mtsai. altal végzett kisérletsorozat, ahol 3 torzs esetében a
meiozis, 1 torzs esetében pedig a sterigmak képzésének folyamataban kovetkezett be defektus.
Mindegyik esetben elmaradt a sporaképzés, ami a kalap fehér szinében nyilvanult meg (Lu és

mtsai., 2003).

10. abra: C. cinerea WHC delécids (A) és vad tipusu (B) torzsek termétestjei. A két
termétest morfologiailag csak a kalap szinében tér el. A vad tipusu torzs fekete kalapjatol

eltéréen a mutans kalapja fehér szind.

A lemezekbdl készitett mintdk fénymikroszképos vizsgalata sordn eltéréseket
lathatd. A deléciés mutansok esetében ez a képlet sok esetben redukalodott. A vad tipusu
bazidiumsejtek mellett nagy szamban jelentek meg a négy helyett csupan egy, kidudorodo
sterigmaval rendelkez6 sejtek. A mikroszkopos vizsgalat soran a sporak szamaban is igen
jelentds kiilonbség mutatkozott: a mutans torzsek esetében ezek csak nagyon kis mennyiségben,

vagy a vizsgalt koriilmények kozott egyaltalan nem voltak jelen (11. abra).
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11. abra: C. cinerea delécios mutans (A) és vad tipusu (B) termétest lemezébdl késziilt
preparatumok fénymikroszkopos felvétele. A mutans esetében egy darab, felfujodott sterigma

lathatd, a sporak hidnyoztak. A vad tipusu torzsnél 4 csticsos sterigma lathato.

Az altalunk vizsgalt transzkripcidés faktorhoz hasonléan még szamos gén
befolyasolhatja kiilonb6z6 folyamatokon keresztiil a kalap fenotipusat. Ilyen példaul a mar
korabban is emlitett, C. cinerea-ban megtalalhatdo gén, a cagl, amelynek mutacidja soran
megkezdddik a tonk és a kalap differencialodésa, a lemezek fejlédése azonban gatolt (Masuda
¢és mtsai., 2016). Bizonyos feltételezések szerint mind a gén, mind pedig a paralogja a CC.tupA,
egy nagymértékben konzervalt differencidcidos utvonal tagjai. Az ismereteink ezzel
kapcsolatban még rendkiviil hidnyosak, azonban Masuda és munkatarsai (2016) altal végzett
kutatas kimutatta, hogy mindkét gén nagy mértékben expresszalodott fejlodoé lemezekben.

Szintén a fejlodo lemezekben, féként a himenoféraban fejezédnek ki L. edodes-ben a
MAP kindzt kodold Le.MAPK ¢s interakcids partnere, a Le.DRMIP (Szeto és mtsai., 2007),
ezért a hatasuk a C. cinerea tupA-hoz hasonlithat. Hasonl6 funkcioval bir a fentebb targyalt, C.
neoformans esetében megtalalhaté puml gén is, melynek fontos szerepe van a sporulacioban
és a bazidium differencialodasaban (Wang és mtsai., 2014). Homologjainak egy F. filiformis
torzsben magas volt az expresszids szintje a kalapban (Liu és mtsai., 2020).

Bizonyos, a sporaképzésben modositott gombak nem csak tudomanyos, de gazdasagi és
ipari szempontbdl is jelentdsek (Murakami, 1993). Ilyen példaul a Pleurotus ostreatus, amely
élelmezési szempontbol jelentds kellemes ize, magas fehérje-, élelmi rost- és antioxidans
tartalma miatt. A nagy piaci kereslet kovetkeztében vilagszerte sok helyen termesztik nagyipari
szinten. Azonban nagy karokat okozott a gomba rendkiviili mértékli sporatermelése, mely
kovetkeztében a szell6zOrendszerek gyakran eltomddtek és a gombak kezelésével foglalkozo
dolgozok korében 1éguti problémak jelentkeztek. A probléma megsziintetésére hoztak létre az

ATCC 58937 mutans torzset, ahol a sporaképzés csak nagyon kis mértékii volt (Baars és mtsai.,
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2000). Hasonl6 problémak més gombafajoknal is fellépnek, igy az ilyen jellegii, sporamentes

mutansok létrehozésa ipari szempontbol is fontos molekularis bioldgiai célkitiizés lehet.

30



5. Osszefoglalas

A munkank soran delécios torzseket hoztunk 1étre az 142396 azonositdju génre nézve
C. cinerea modellorganizmusban, fenntartottuk a tiszta vonali mutansokat majd a delécios
mutans- és a vad torzs néhany jellemzo fenotipikus tulajdonséagait hasonlitottuk ossze.
Eredményeink Osszefoglalasaként megallapitjuk, hogy:

1. Az 142396 fehérjeazonositoju gén elrontdsa céljabol delécios kazettakat hoztunk létre,
melyeket templat DNS-ként alkalmaztuk a CRISPR-Cas9 moddszer sordn, ezzel
létrehozva egy uj C. cinerea mutans torzset.

2. A vizsgalt gén CRISPR-Cas9 rendszerrel végrehajtott specifikus génkiiitésének
sikerességét PCR, valamint RT-PCR segitségével validaltuk.

3. A vad tipusu torzs €s a tiszta vonalu delécidés mutans torzs jellemzése soran eltéréseket
figyeltiink meg a ndvekedési sebesség intenzitdsdban, valamint a gomba morfologiai
jellegeiben. Az altalunk vizsgalt gén hidnydban a mutans térzs gyorsabb novekedést
mutatott a kontrollhoz képest. A fenotipizalassal Iétrehozott termdtesteket szabad
szemmel és mikroszkoposan vizsgaltuk, illetve a termdtestekbél DNS kivonassal
kinyert DNS mintdkat tobb inditdszekvencia parral torténd PCR reakciokkal
ellendriztiik. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a vizsgalt protein hidnyaban
szignifikansan kevesebb spora képz6dott, mely egy a vad tipustdl eltéré fehér kalap
megjelenését vonta maga utan.

A delécios C. cinerea mutans torzs létrehozasa kiemelked6 jelent6ségii a gomba regulacios
utvonalainak teljes megismeréséhez és igy modell organizmusként valé alkalmazasahoz. Mivel
jelenleg korlatozott mennyiségli informacid 4ll rendelkezésiinkre a bazidiumos gombak
szabalyozasi és differenciacids folyamatainak megértéséhez, az altalunk vizsgalt transzkripcids
faktor hatasanak teljeskorli vizsgdlata utmutatast nyudjthat ezen mechanizmusok 4altaldnos

mitkddésének és evolucids kialakuldsanak megismeréséhez.
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