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Az ERC_HU tamogatas felhasznalasaval sikeresen végrehajtottuk a kutatasi program
els6 évére és harmadik félévére tervezett feladatokat, beszereztik az ERC projektre
valé felkészlléshez, és a tervezett RNS munkahoz szikséges eszkdzdket. A projekt
kivitelezéséhez egy postdoc és egy laboratériumi asszisztens munkatarsat
alkalmaztunk. 2017-ben sikeresen palyaztunk ERC Starting Grant-re, amely projekt
2018 januarjatol indul. A kdvetkezdkben a munkaterv 3 alprojektje szerint, periodusokra
lebontva (1-12 hénap és 13-18 honap) targyalom az elért eredményeket.

1. Alprojekt:

1. periodus (1-12 honap). Teljes genom szekvenciak felhasznalasaval 6sszeallitottunk
két, az egyszerli és a komplex soksejtiség vizsgalatara alkalmas genomi adatsort.
Mindkét adatsoron rekonstrualtuk a génduplikacios és génvesztéses mintazatokat a
COMPARE moédszer segitségével (Nagy és mtsi 2016 MBE), majd a soksejtliség
genetikai hatterére vonatkozéan. Az egyszer( soksejtliség vizsgalatara egy 72 fajbél allo
adatsort allitottunk 6ssze. A prediktalt fehérje szekvenciakat ‘all-vs-all' blast
hasonl6sagok alapjan klasztereztik, ami 56784 fehérjeklasztert eredményezett. Ezek
utan azonositottuk az egykopias klasztereket, amelyeket egy maximum likelihood fajfa
becslésére hasznaltunk fel. A fajfat figyelembe véve, minden klaszteren rekonstrualtuk a
géncsalad evoluciot formald génduplikaciokat és -vesztéseket. A kapott mintazatokat
ezutan dsszevetve a soksejtiség megjelenésének és elveszésének mintazataival, 300
olyan géncsaladot azonositottunk melyek evolucidja szoros korrelaciét mutat a
jartunk el a komplex soksejtliség genetikai hatterének megértésében is, amelyet egy 34
fajbdl allé adatsoron végeztiink és amelynek eredmeényei jelenleg kodzlés alatt allnak.

2. periodus (13-18 honap). Az 1. id6északban dsszeallitott genomi adatsor segitségével 2
f6 analizist hajtottunk végre. Az egyik a soksejtiség evolucidjaval korrelaciét mutatéd
génduplikacié és -vesztés mintazatot mutatdé géncsaladok azonositdasa a COMPARE
modszer segitségével. Ennek eredményeként az 1. id6északban 300 géncsaladot
azonositottunk, melyek tovabbi analizise szamos citokrom p450 es polarizalt
novekedésben szerepet jatszo csalad esetében a soksejtliséggel valo korrelaciét fedett
fel. A masik f6 analizis a soksejtliség kilénbdz8d aspektusaival irodalmi adatok alapjan



Osszefliggésbe hozhaté géncsaladok vizsgalata. A polarizalt névekedés, szeptum
képzbdés, sejtfalszintézis és depozicio, sejt-sejt kommunikacido és adhézid, valamint
génexpresszio regulacid kulcsszavak segitségével tébb mint 500 publikaciébol 986
funkcionalisan jellemzett, a gombak soksejtli névekedésével 6sszefliggésbe hozhatd
geént azonositottunk. Minden génhez azonositottuk az azt tartalmazé géncsaladot, majd
rekonstrualtuk a géncsalad duplikacios mintazatat, annak érdekében, hogy megértsuk a
soksejtliségben szerepet jatszo gének evolucidés eredetét és dinamikajat. A 986 gén
Osszesen 435 géncsaladba tartozott. Az alprojekt eredményei publikaciora készek, a
kézirat benyujtasat 2018 tavaszara tervezzik.

2. Alprojekt:

1. periddus (1-12 hoénap). Az ATAC-Seq modszer a nyitott kromatin régiok
szekvenalason alapulé térképezésének legujabb mddszere (Buenrostro és mtsai 2013,
Nature Methods). A kutatas els6 évében a protokoll optimalizacioja volt a cél, melynek
elsé lépeseként Coprinopsis cinerea fajbdl sejtmagi kivonatok eléallitasat céloztuk meg.
Az irodalomban Coprinopsis-ra optimalizalt protokoll nem ismert, igy hasonlé fonalas
gombakra publikalt sejtmag-izolalé mddszerekbél indultunk ki. A moédszer Coprinopsis-ra
valé adaptacidja folyamatban van, elézetes eredményeink protoplasztalassal el6allitott
sejtmag kivonatokon végzett transzpozicios reakciokkal (ami az ATAC-Seq méddszer
elsé lépése) igéretesek.

2. periédus (13-18 honap). Az ATAC-Seq moddszer tovabbi optimalizacidja, illetve a
DAP-Seq (O’Malley és mtsai 2017, Cell) protokoll implementacidja. Utdbbi modszer az
ATAC-Seq komplementereként transzkripcios faktor kétéhelyek azonositasara szolgal.
Ennek részeként kidolgoztunk egy in vitro transzkripcidés és transzlacidés rendszert,
amellyel képesek vagyunk Schizophyllum commune és Coprinopsis cinerea
transzkripcios faktorok in vitro termeltetésére. Cisz-regulalé szekvenciak in silico
analizisére koexpresszalt gének promotereit hasonlitottuk 6ssze és azokban
transzkripcios faktor koét6helyeket prediktaltunk az Armillaria ostoyae transzkriptom
alapjan. Ezen eredményeket 2017-ben kdzoltik (Sipos és mtsi Nature Ecology and
Evolution 2017).

3. Alprojekt:

1. periodus (1-12 honap). A komplex soksejtli termétestek vizsgalatara a Coprinopsis
cinerea, Armillaria ostoyae és Phanerochaete chrysosporium fajok transzkriptom
szekvenalasat végeztik el. A Coprinopsis és az Armillaria esetében 6, mig a
Phanerochaete esetében 3 fejlédési stadiumbdl vettiink mintat, majd lllumina HiSeq
platformon szekvenaltuk. Minden stadiumhoz harom biolégiai ismétlést vizsgaltunk. A
kapott transzkriptomok el6zetes kiértékelése alapjan a bioldgiai ismétlések génenkénti
expresszios értékek alapjan egymassal jol csoportosulnak, tovabbi 6sszehasonlitd
vizsgalatuk, a fejlédésben szerepet jatsz6 gének, kulonds tekintettel a transzkripcids
faktorokra, folyamatban van. Az Armillaria ostoyae transzkriptomjanak elemzését
kozoltik (Sipos es mtsi Nature Ecology and Evolution 2017).

A projekt soran egysejt-transzkriptomikai médszereket optimalizalunk Coprinopsis és
mas fajok korai fejlédésének vizsgalatahoz. Ehhez a Smart-Seq 2 protokollt valasztottuk
(Picelli és mtsi Nature Methods 2014), melyet sikeresen implementaltunk a laborban. Az
els6 RNA-Seq kisérletekben kapott lllumina MiSeq read-ek nagy része (>80%)
fehérjekddold genomi szekvencidkra esett, ami jelzi a moddszer sikerességét. A
tovabbiakban a Coprinopsis esetében a komplex soksejtl strukturak megjelenésének
folyamatat fogjuk vizsgalni egysejt transzkriptomika segitségével.

2. periodus (13-18 hoénap). Hat Basidiomycota faj (Coprinopsis cinerea, Schizophyllum
commune, Phanerochaete chrysosporium, Rickenella mellea, Armillaria ostoyae,



Lentinus tigrinus) teljes ontogenezisét lefedd transzkriptdm adatsorokat generaltunk.
Osszesen 132 RNS kényvtar kerllt szekvenalasra. A program célia komplex soksejtii
termétestek fejlédése mogott meghuzodd konzervalt és fajspecifikus gének azonositasa,
a termdétestképzéshes sziikséges minimalis genetikai eszkdztar azonositasa. A projekt
soran generalt szekvenalasi eredmények analizise folyamatban van, az eddigi
vizsgalatok soran 2-7000 a fejlddésben szerepet jatszé gént azonositottunk a 6 fajban,
melyek koézll szamos mutat a fejlédéssel osszefliggd expresszidés mintazatot mind a 6
fajban.

Egysejt-transzkriptomikai kisérletekhez optimalizaltuk Coprinopsis cinerea primordiumok
beagyazasanak modjat, a kriometszés és a ‘Laser Capture Microdissection’ technikaval
torténd egysejt-izolalas protokolljait. Ennek soran a Coprinopsis cinerea korai
ontogenetikai eseményeinek minden eddiginél részletesebb leirasa készult el, beleértve
egy részletes sejt-leszarmazasi utvonalat is. Harom uj, korai fejlédési allapotot
azonositottunk. A Smart-Seq 2 RNS-amplifikacios protokollt sikeresen beallitottuk
(Picelli és mtsai Nat. Methods alapjan) és a kereskedelmi forgalomban kaphatd, hasonlo
kémiat alkalmazo kittel 6sszehasonlitasban leteszteltik. El6zetes, a Coprinopsis cinerea
1-es tipusu primordiumaibdl izolalt egysejt RNS mintak szekvenalasanak eredményei
alapjan (“pilotakisérletek”) jelenleg szamos sejttipust tartalmazd egysejt minta
szekvenalasa folyamatban van.



