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Roviditések listaja és rovid magyarazatuk

aLCB: ,ancient locally collinear blocks” — manualisan beazonositott lokalisan
kolinearis blokkok, amelyek legalabb 5 génbdl alltak azonos sorrendben és egymashoz
képest azonos irdnyultsagban a vizsgalt hasad6 élesztdgomba fajok mindegyikében.

CCC: ,chromosome conformation capture” — a kromoszoma sejten beliili

srer

DSB: ,,double strand break” — dupla szalia DNS torés.
EDTA: ctilén-diamin-tetraecetsav

GO: ,,gene ontology” — gének csoportositisa a bioldgiai funkcidik szerint (jelen
esetben).

IGD: ,intergenic distance” — intergénikus tavolsag, két kodold gén kozotti fizikai
tavolsag nukleotidokban meghatarozva.

LCB: ,,locally collinear blocks” - lokalisan kolinearis blokkok. Szekvencia hasonl6sag
alapjan beazonositott kozos genom szegmensek, amelyek megtalalhatok voltak a
vizsgalt fajok genom szekvenciaiban.

MCD: ,,multi chromosomal distance” — multi kromoszémalis disztancia. Egy érték,
amely megmutatja, minimum hany atrendez6dési esemény sziikséges ahhoz, hogy egy
vizsgalt genom hasonl6 kromoszoma struktaraval és génsorrendel rendelkezzen, mint a
referencia genom.

NCB: ,,non-collinear blocks” — az aLCB-ken kiviil es6 genomi régiokat jeloli.
SNP: ,single nucleotide polymorphism” — nukleotid pontmutacio.

TBE: Trisz-(hidroximetil)-amino-metan - bérsav - EDTA

TE: Trisz-(hidroximetil)-amino-metan - EDTA

tf: transzkripcios faktor

UTR: ,untranslated region” — az MRNS-ek azon részei, amelyek atirodnak a
transzkripcio soran, de transzlaciora mar nem keriil sor az esetiikben.

WGD: ,,whole genome duplication” — teljes genom duplikacio.



1. Bevezetés

A feltevés, miszerint az él6lények valtoz(hat)nak az idok soran, mar az
okori gondolkoddk korében is megfogalmazodott. Ennek ellenére az elsd
alaposan kidolgozott tedria csak a 19. szazadban jelent meg Jean-Babtiste
Lamarck (1744-1829) tolmacsolasaban. A hossza kihagyas utan felpezsdiilt a
fajok valtozasaval, leszarmazasaval foglalkozd tudomany, gondoljunk csak
Charles Darwin (1809-1882) ¢és Alfred Russel Wallace (1823-1913)
munkassagara. Ezt kdvetden a természetes szelekcid alternativai, a mendeli-
genetika ujra felfedezése és a populacidgenetika integralasa vezetett az evolicio
bioldgia, mint 6ndll6 tudomanyteriilet megsziiletéséhez. Igazi forradalmat
viszont az 1950-es évek utan kezdte meg a molekularis genetika térhoditasaval.
A hangstly a fenotipusroél a genotipusra keriilt, a valtozasok ,.egysége” a gén
lett. Késébb, a DNS-szekvenalas és a modern filogenetika (és filogenomika)
ujabb tavlatokat nyitottak a tudomanyteriilet el6tt.

Ma mar tudjuk, hogy a valtozasok harom {6 szintéren jatszddnak le: a
fenotipus, a kariotipus és a DNS szekvencia szintjén. Mig a fenotipus
valtozasainak 4ltaldban az adapticio a f6 mozgatorugoja, addig a DNS
szekvencia szintjén szamos neutralis valtozas is bekovetkezik, mint példaul a
szinonim mutaciok. Taldn a kariotipus esetében a legarnyaltabb a kép, hiszen
sokszor egy fajon beliil is eltéré kromoszémaszadmot és mintazatot figyelhetiink
meg. Az egy fajon beliili eltéré kromoszémaszamok leggyakrabban a novények
kozott fordulnak eld, bar az esetiikben a poliploiditas kovetkezménye az eltérd
kromoszdémaszam. Azonban mind a gombak, mind az allatok kozott ismertek
olyan fajok, amelyek eltéré szdmu kromoszémakkal rendelkezé geografiailag
elkiiloniild populacidkbol allnak.

Manapsag a teljes genom szekvencidk dsszehasonlitasa lehet6séget ad a
valtozasok és kapcsolatuk egyiittes vizsgalatara. Az ilyen tipust (komparativ
genomikai) elemzések vezettek példaul a teljes genom duplikéciok

felfedezéséhez, kiilonb6zé molekularis ordk kalibralasahoz vagy a random
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génsorrend cafolatahoz. Ezekbdl a kutatdsokbol természetesen nem csak
teoretikus kovetkeztetések vonhatok le, szamos gyakorlati ,,hasznuk™ is van.
Példaul egy-egy jarvany esetén a komparativ genomika segit eldre jelezni
bizonyos valtozasokat, amelyek megkonnyitik a védekezést. Emellett a rokon
fajok genomjainak Osszehasonlitasa jelentésen megkonnyitheti a megfeleld
transzgén integraciot is, legyen az kutatasi vagy gazdasagi célq.

Jelen doktori munka a gombagenomok valtozasainak bizonyos
aspektusait  kivanja  bemutatni, kozéppontban a  hasadd  élesztd
(Schizosaccharomyces) genomokkal. A hasadé élesztégombak az Ascomycota
torzs egyik alapi elagazdsahoz tartoznak, igy sok kozds tulajdonsagot Oriznek a
Metazoa csoport tagjaival, igymint a relative nagy kromoszéma méretek, a
hasadéasos tipusu sejtosztodas, a sejtciklus-kontroll, metabolikus tutvonalak,
RNS-interferencia és még sorolhatnank. Masrészt egyediek, hiszen nagyon
konzervaltak a genomjaik géntartalom szempontjabol, mig a szekvenciaik
gyorsan valtoznak. A genusz legismertebb tagja a régéta kozkedvelt modell
organizmusnak szamito Schizosaccharomyces pombe. Jelenlegi tudasunk szerint
a nemzetséget Ot faj képezi, amelyb6l haromnak kozel kromoszoéma-szintii
Osszeszerelési allapotban van a genomja (Schizosaccharomyces pombe,
Schizosaccharomyces octosporus és Schizosaccharomyces japonicus). Egy
tovabbi fajt megszekvenaltak ugyan, de nem szerelték teljesen dssze a genomjat
(Schizosaccharomyces  cryophilus), mig a  legutobb  leirt  faj
(Schizosaccharomyces osmophilus) elérheté genom szekvenciaval nem

rendelkezik.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A komparativ genomika jelentésége

Watson & Crick (1953) uttér6 munkassagat kovetéen a kutatok
vilagszerte nagy energiat fektettek a kiilonb6z6 é161ények DNS szekvencidinak
meghatarozasaba. Bar a Sanger tipust szekvenalas (Sanger és mtsi, 1977) egy
ma is kdzkedvelt és széles korben alkalmazott szekvendlasi modszer, az igazi
attorést a molekularis bioldgia tudomanyteriiletén a masodik generacios
szekvenalasi technoldgidk (Illumina, Roche454, Ion Torrent) hoztdk el a 2000-
es évek elején. Gondoljunk csak az 1990-ben indult Human Genom Projektre,
aminek befejezéséhez 10 évre volt sziikkség a Sanger tipusu szekvenalast
alkalmazva (Lander és mitsi., 2001), ellenben egy ilyen kaliber(i feladatot a
masodik generécios technologidk minddssze néhany napra redukalnak. Ennek
koszonhetden manapsdg mindennapos dolognak szamit egy-egy Ujabb
genomszekvencia  publikilasa. Azonban precizen Osszeszerelni egy
genomszekvenciat csupan a masodik generacios technologidkra alapozva mind
a mai napig komoly kihivasnak szamit (Salzber & Yorke, 2005; Sims és mtsi.,
2009; Bradnam és mtsi., 2013). E ,,probléma” kikiiszobolését segithetik eld a
harmadik generacidos szekvenalasi technikak (Pacific Biosciene, Oxford
Nanopore), amelyek segitségével nagy méretli DNS szakaszok bazissorrendjei
IS egymenetben megfejthetok. Viszont a masodik és harmadik generacios
technologidk egyiittes alkalmazasa még mindig jelentés kiadasokkal jar,
mindemellett a megfelelé informatikai hattér hianya és a kisérletes validaciok
iddigényessége miatt, szamos esetben a genomok ugynevezett ,draft”-ként
vagyis csak részlegesen Osszeszerelt allapotban keriilnek kozlésre. Az NCBI
Genome List adatbazisanak 2022. junius 14-i allapota szerint

(https://www.nchi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/eukaryotes/) 23101 eukaridta

genom szekvenciaja érhetd el, amibdl minddssze 226 van teljesen 0sszeszerelve.
Habar a részlegesen Osszerakott szekvencidk is lehetOséget biztositanak az

adatgyljtésre ¢és szdmos vizsgalat elvégzésére, az alapos és széles korl
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komparativ genomikai vizsgélatokhoz elengedhetetleniil sziikségesek lennének
gondosan Osszeszerelt genomszekvenciak.

A komparativ genomika leegyszertsitve tulajdonképpen két vagy tobb
genom szekvencidjabol szarmazo biologiai informacidk dsszehasonlitasat jelenti
(Crécy-Lagard & Hanson, 2018). Természetesen az Osszehasonlitds maga is
nagyon sokféleképpen torténhet és a levonhatdé kovetkeztetések is széles
spektrumon mozoghatnak (1. dbra). A vizsgalatok iranyulhatnak az egyedekre
(torzsekre) jellemzO pontmutaciok (SNP-k) feltarasara, kozos ortolog
szekvencidk azonositdsara, génfunkciok prediktaladsara, kromoszoma struktira
variansok meghatdrozasara, metabolikus utvonalak rekonstrudlasara vagy
filogenomikai vizsgélatokra is, sok egyéb aplikacié mellett.

A komparativ genomikai vizsgalatoknak koszonhetden ismerhettiink
meg szamos evolucids szempontbol nagyhatasi jelenséget, példaul a
génatrendez6dések (gene shuffling) bakterialis metabolizmusra gyakorolt
hatasat (Tatusov €s mtsi, 1996), vagy a teljes genom duplikaciot a pékélesztd
esetében (Goffeau és mtsi, 1996; Wolfe, 2015). Megismerhettiik a kromoszéma
atrendezOdések és szekvencia mutaciok fajképzOdésre gyakorolt hatésat
(Seoighe és mtsi., 2000; Sharakhov és mtsi., 2002; Haerty és mtsi., 2007; Hillier
¢és mtsi., 2007; Dujon, 2010; Hane és mtsi., 2011; Maguire és mtsi., 2013).
Osszehasonlitdo munkak sora vezettett a felismeréshez, miszerint bar az eukariota
operonok nem altalanosak (Blumenthal, 2004), de a gének sorrendje a
kromoszémakon egyaltalan nem véletlenszerti (Hurst és mtsi., 2004; Davila-
Lopez ¢és mitsi, 2010; Zakharov, 2010). A komparativ genomikai
megkozelitések segitettek a tumorképzédésben meghatarozo, illetve szerepet
jatszo6 gének azonositasaban is (Pickeral és mtsi., 2000; Deakin & Belov, 2012;
Dornburg és mtsi., 2021). Az egyre tobb elérhetévé valdé genomszekvencia
egyediilallo lehetdséget biztosit olyan jelenségek vizsgalatara, amelyekre
kordbban egyaltalan nem volt lehetdség, ezaltal jobban megismerheté a

genomok szervezddése, mitkddése.
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1. abra. A komparativ genomika alkalmazasanak néhany lehetésége a teljesség igénye nélkiil (Crécy-Lagard & Hanson,
2018).
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2.2. Az eukaridéta genom szervezdodése

2.2.1. A genomszervezddés fogalmanak értelmezése

A genomok szervezddése kétféle mddon értelmezhetd: egyrészt a
genetikai elemek elhelyezkedése, sorrendje ¢és egymashoz viszonyitott
iranyultsaga szerint, masrészt a kromoszomak sejtmagon beliili elhelyezkedése
¢és egymassal valo kapcsolata szerint. Az utobbi teriilet vizsgalata viszonylag
gyerekcipdben jar, fiiggetleniil attol, hogy a téma kutatasahoz sziikséges
alapveto technika, a ,,chromosome comformation capture” (CCC vagy 3C) mar
2002-ben megalapozasra keriilt (Dekker és mitsi.,, 2002). A teriilet igazan
Lieberman-Aiden és mtsi. (2009) munkassaganak koszonhetden kezdte meg a
fejlodést, amikor is kifejlesztették a “Hi-C” technikat, ami a CCC technikat a
masodik generacios szekvenalasi technikakkal kombinalta. A genomok 3D-s
szervezOdésének vizsgalata kiemelt fontossagl a megfigyelt struktirat kialakito
molekularis mechanizmusok megismerésében, tovabba a genetikai, epigenetikai
regulacio megértésében (Fudenberg & Mirny, 2012; Gong és mtsi., 2015; Franke
¢s mtsi., 2016; Rodriguez-Carballo ¢és mtsi.,, 2017; Kraft és mtsi.,, 2019;
Belokopytova & Fishman, 2021).

Jelen doktori dolgozatban a genomszervezddést az eukariota génsorrend
aspektusabol szeretnénk bemutatni. Maga a gén elhelyezkedése is kétféleképpen
kozelithetd6 meg: melyik kromoszéman lokalizalédik egy adott gén, vagy egy
adott kromoszoman hol helyezkedik el az a bizonyos gén (Hurst és mtsi., 2004).
Mivel szamos feltételezhetéen ortolog gén a kiilonbozd fajokban kiilonbozd
kromoszomakon helyezkedik el, ezért a gének egymashoz viszonyitott

sorrendjét, illetve a sorrendet befolyéasolo tényezdket vessziik gorcso ala.

2.2.2. Korai bizonyvitékok a random génsorrend cafolatara

Mivel az eukariota €l6lények szomszédos génjei SOk esetben nem
mutatnak funkcionalis kapcsolatot, s6t egy adott genomban megtalalhato gén

feltételezett ortologja egy masik ¢€l6lény genomjaban akar teljesen eltérd
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génkornyezetben is eldfordulhat, elterjedt a nézet miszerint az eukaridta
génsorrend véletlenszeri. Ez a tedria azonban joval a rutinszerli
genomszekvenalasok elterjedése eldtt megdolt (Hurst és mtsi., 2004). Szamos
kisérleti eredmény bizonyitotta, hogy egyes gének gyakrabban fordulnak eld
egymas mellett vagy egymas kozelében, mint azt a feltételezett véletlenszerti
elrendez6dés indokolta volna. Az els6 példak egyike az ortolog gének klaszterei
voltak a hazi egér és az ember kromoszémain (Lundin, 1993). Egy masik koran
megismert példa a ,,Homeobox” (HOX) gének klaszterezédéseihez kotodik
(Ruddle és mtsi., 1994). Habar ezt a jelenséget a tandem duplikaciok rovasara
irtak, mar sejthetd volt, hogy nem lehet teljesen random az eukariota gének
elhelyezkedése. Az elsd teljesen megszekvenalt eukaridta organizmus, a
Saccharomyces cerevisiae (Goffeau és mtsi., 1996) esetében bebizonyosodott,
hogy a sejtciklus adott szakaszaihoz sziikséges gének egymas szomszédsagaban
helyezkednek el a kromoszémakon (Cho és mtsi., 1998), s6t szamos génpar vagy
triplet ko-expressziot mutat (Cohen és mtsi., 2000; Kruglyak & Tang, 2000).
Mindemellett az esszencialis gének alacsony rekombinacids rataji genomi
régiokban lokalizalodnak (Hurst és mtsi., 2002). Szamos mas ¢él6lény esetében
is bebizonyosodott, hogy a hasonld expresszidt mutatd gének egymas
szomszédsagaban/egymas kozelében helyezkednek el: példaul a Drosophila
melanogaster (Boutanaev és mtsi., 2002; Spellman és mtsi., 2002; Kalmykova
¢és mtsi., 2005), a Plasmodium falciparum (Florens és mtsi., 2002) vagy az
Arabidopsis thaliana (Birnbaum és mtsi., 2003; Williams & Bowles, 2004)
esetében. De a human genom ,,haztartasi”, magasan expresszalodo vagy szovet-
specifikus génjei is hajlamosak a klaszterezédésre (Caron és mtsi., 2001; Lercher
¢és mtsi., 2002; Mégy és mtsi., 2003). Kideriilt, hogy a Caenorhabditis elegans
génjeinek 15%-a operon-szerli struktirat mutat és egyiitt expresszaldédnak
(Blumenthal és mtsi., 2002; Lercher és mtsi., 2003), valamint a génjeinek
sorrendje nagyon hasonlit a rokon fajnak szamito C. briggsae génsorrendjéhez

(Hillier és mtsi., 2007). Egy késObbi tanulmany bemutatta, hogy az el6zd
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mondatokban felsorolt ¢l6lények mindegyikének genomjaban hajlamosak az
egy metabolikus atvonalhoz tartozo gének is klaszterez6dni, bar nem egyforma

gyakorisaggal (Lee & Sonnhammer, 2004).

2.2.3. Az eukaritta génsorrendet befolyasold tényezok

Ahogyan egyre nétt az elérhetd genomszekvencidk szama, széles korben
elfogadotta valt a nézet, miszerint az eukariotak génsorrendje sem véletlenszerd.
Mivel a magasabb rendii ¢él6lényeknél a prokaridtdknal megismert operon
szerkezettel nem volt magyarazhatd bizonyos gének egyiittes eléfordulasa,
felmeriilt a kérdés, hogy milyen okok allhatnak a megfigyelt jelenségek
hatterében. A darwini tedria szerint minden valtozasnak az adaptacido a
mozgatérugoja (Darwin, 1859), azonban a genomban bekdvetkezd valtozasok
esetében nem mutathatd ki minden esetben egyértelmiien a természetes
szelekcié hatasa (Kimura, 1983; Hurst, 2009; Nei és mtsi., 2010; Palazzo &
Kejiou, 2022).

A korabbi fejezetben mar emlitésre keriilt tobb faj esetében is a ko-
expresszio, mint a konzervalt génsorrend fenntartasanak egyik lehetséges oka,
viszont a megitélése nem egyértelmii. Két vagy tobb gén egyiittes (egy idejii)
expressziojanak tobb kiilonboz6 oka is lehet: fizikai atfedés a gének kozott,
tandem duplikéciok, k6zos promoter (bidirekcionalis prométer) szekvenciaval
rendelkeznek, kozos a ko-regulaciojuk transzkripcios faktorok altal vagy
egészen egyszerlien transzkripcios zaj a tapasztalt jelenség (Michalak, 2008;
Hurst, 2009). Ha a ko-expresszid nem is minden esetben, de maga az expressziod
kozvetett szelekcios hatas alatt kell, hogy alljon, amit a ,,pozicié effektus” és
,d0zis hatds” jol szemléltet. Azt mar koran felismerték, hogy ugyanaz a gén
eltérd aktivitdst mutat, ha megvaltozik a kromoszomalis helyzete (példaul egy
transzlokacié miatt), ami a fenotipusban is megjelenik (Sturtevant, 1925; Weiler
& Wakimoto, 1995). Kozismert tény, hogy egy gén expresszios szintje a teljes

elcsendesiiléstol akar 20-szorosara is valtozhat a kromoszomalis kontextustol
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fiiggden, bizonyos esetekben egy artalmatlan gén letalissa is valhat (Kleinjan &
van Heyningen, 1998; Akhtar és mtsi., 2013; Berloco és mtsi., 2014; Chen &
Zhang, 2016; Tsujino és mtsi., 2019; Goodwin és mtsi., 2019). A ,,ddzis hatas”
az a jelenség, amikor egy tobb interakcids partnerbdl all6 protein komplex egyik
kodold génjének megvaltozik a kopiaszdma a tobbi partnerhez képest és ez
hatassal van a celluléris folyamatokra. Habar a biologiai rendszerek képesek a
génkopia valtozast toleralni egy bizonyos szintig, szamos tanulmany bizonyitja,
hogy a génddzist megvaltoztatd genommodosulasok az érintett protein-
komplexek szamanak nem kivanatos csokkenéséhez vezetnek, bizonyos
esetekben végzetes kimeneteliiek is lehetnek (Papp és mtsi., 2003; Veitia, 2003;
Teichman & Veitia, 2004; Cooper és mtsi., 2011; Rice & McLysaght, 2017).
Fontos azonban megemliteni, hogy populacié szinten a DNS szekvencidban
bekovetkezd pontmuticiok mellett a legvaridbilisabb elem a génkodpiaszam
(Conrad és mtsi., 2010; Dolatabadian és mtsi., 2017).

Szdmos tanulmany kovetkeztetései alapjan megallapithatd, hogy a ko-
expresszio, ko-regulacio, ezaltal a funkcid szerinti csoportosulds hatassal lehet
az eukaridta génsorrend konzervaltsagara (Singer €s mtsi.,, 2005; Sémon &
Duret, 2006; Mezey és mtsi., 2008; Michalak, 2008; Davila Lopez és mtsi.,
2010). Azonban a hosszu tdvon megdrzott génsorrendre az emlitett jelenségek
nem minden esetben adnak magyarazatot, hiszen maguk az egy folyamathoz
kothetd géncsoportok is hajlamosak az atrendezddésre, hogy ijabb funkcionalis
csoportosulasokat alkossanak (Poyatos & Hurst, 2006; Al-Shahrour és mitsi.,
2010).

A kovetkezd alfejezetekben a gombagenomok tulajdonséagaira
szeretnénk koncentralni, mivel a nagy egyedszammal €s rovid generacids idovel
rendelkezd ¢ldlények genomjara hatékonyabban képes hatni a szelekcid

(pékélesztd vs ember) (Hurst, 2009).
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2.2.4. A sombagenomok génsorrendjére hatd tényezdk

A gombagenomok kromoszdmastruktirdjara, génsorrendjére szamos
esemény lehet befolydssal. Génvesztések, gén- és szegmensduplikéciok,
horizontalis  géntranszferek, inverziok, transzpozicidk, transzlokaciok,
kromoszomafuziok és —hasadasok, bizonyos esetekben a teljes genomot érintd
duplikéciok aszimmetrikus génvesztésekkel kardltve, tovabba hibridizaciok
kovetkezhetnek be, amelyek gyakorisaga jelentdsen eltér a kiilonboz6 fajok
kozott (Dujon, 2010; Hane és mitsi., 2011; Scannell és mtsi., 2011; Karanyicz és
mtsi., 2017; Rajeh és mtsi., 2018). Ezek a jelenségek legyenek akar elényosek,
akar hatranyosak, a fajképzédés f6 mozgatérugdinak szamitanak (Fischer és
mtsi., 2006; Hane és mitsi, 2011; Rajeh ¢és mtsi., 2018). A genomok
plasztikussagaban is szamottevé kiilonbség tapasztalhato a kiilonbozo
gombafajok kozott. Bizonyos ¢éldlények fajon beliil is jelents diverzitast
mutatnak (pl. Candida-k, Saccharomyces-ek, Fusarium-ok), mig masok
esetében a fajok kozott is csak limitalt szamu és tipust valtozasok figyelhetok
meg (pl. Microsporidia-k, Schizosaccharomyces-ek, Pneumocystis-ek) (Keeling
& Slamovits, 2004; Corradi és mtsi., 2007; Rhind és mtsi 2011; Ma és mitsi.,
2016; Waalwijk és mtsi., 2017; Legras és mtsi., 2018; Todd és mtsi., 2019;
Giannakou ¢s mtsi.,, 2020; Mba és mtsi., 2022). A genomokat érintd
atrendezOdések gyakorisaga €s a fajgazdagsag nagy valdszintiséggel 0sszefiigg:
az Ascomycota torzs Pezizomycotina altérzse hatalmas fajgazdagsaggal
rendelkezik, szemben a Taphrinomycotina altdrzzsel, amely csupan néhany tucat
fajt szamlal a jelenlegi tudasunk szerint, és az eldbbi csoportban rengetek
atrendezddés érintette a genomokat (Rajeh és mtsi., 2018).

A génsorrendre hato tényezdket legalaposabban az élesztdk esetében
vizsgaltak, hiszen altalaban kisméretii, kompakt és jol szervez6d6 genommal
rendelkeznek, amelyekben talan konnyebben tetten érhetd a természetes
szelekcid aktivitasa. Hurst és munkatarsai (2002) bemutattak a S. cerevisiae és

C. albicans génsorrendjének vizsgalataval, hogy a mar emlitett ko-expresszio
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mellett az intergénikus tavolsag (a tdvolsag két gén kodold régidja kozott) is
meghataroz6 lehet a génsorrend fenntartdsdnak szempontjabol. Pal & Hurst
(2003) ismertették, hogy a génsorrend valtozasai korrelalnak a kiilonb6zo
genomi régiok rekombindcids ratajaval, tovabba az esszencialis gének alacsony
rekombinacids rataju genomszegmensekben lokalizdlodnak. Masok munkai
alapjan leszogezhet6, hogy az egy metabolikus Gtvonalhoz tartozo vagy stabil
protein komplexeket kodolo gének is hajlamosak csoportosulni, szelekcios hatas
alatt allni (Teichman & Veitia, 2004; Wong & Wolfe, 2005, Poyatos & Hurst,
2006). Az is bebizonyosodott, hogy viszonylag nagy tavolsagban 1év6 gének is
alkothatnak ko-expresszios klasztereket, amely kromatin-szintli regulaciobol
szarmazhat (Lercher & Hurst, 2006). Poyatos & Hurst 2007-es munkajukban
egyiittesen vizsgaltak az clézGekben ismertetett jelenségeket (metabolikus
kapcsolatok, ko-expresszio, ko-regulacid, intergénikus tavolsag (IGD),
esszencialis gének lokalis denzitasa, rekombinacids rata és protein-protein
interakcios tavolsag) és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az IGD és Kko-
expresszio a két legmeghatarozobb tényezd a génsorrend megorzésében.
Erdekes modon az esszencialis gének lokélis denzitisa lett a harmadik
legfontosabb paraméter, pedig e gének mellett sok esetben atlagos vagy éppen
az atlagtél nagyobb az IGD. Masik érdekesség, hogy a ko-expresszio és ko-
regulacidé sem mindig jar kéz a kézben, legalabbis kideriilt, hogy a megfigyelt
ko-expresszionak nem mindig a k6zds transzkripcios faktorok (tf-ok) altali cisz-
regulacié az oka (Poyatos & Hurst, 2007; Tsai és mtsi., 2007). Egy masik
tanulmany bemutatta, hogy még a divergens iranyt génparok (olyan génparok,
amelyek egymassal ellentétes iranyban transzkriptalodnak: «——), amelyek
kozos tf kotd hellyel rendelkeznek sem mindig expresszaldodnak egyiitt, a ko-
expressziojuk koriilményfiiggé (Su és mitsi., 2010). Sugino & Innan (2012)
megallapitotta, hogy az Gjonnan kialakuld génpérok esetében szamottevoen
kevesebbnek bizonyulnak a divergens irdnyu génparok, tehat a szelekcio az IGD

vesztés és ko-regulacio lehetdsége ellen dolgozik. Bizonyos konvergens
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génparok (olyan génparok, amelyek egymas iranyaba transzkriptalddnak: —«)
esetében kideriilt, hogy kozds transzkriptumot képezhetnek mRNS duplex
formajaban, amelyek a 3’-végiiknél kapcsolédnak és szerepiik lehet a
poszttranszlacios regulacidban (Gilet és mtsi., 2020). Az olyan génparokrol,
amelyek nemcsak a kromoszoman kozvetlen szomszédok, hanem egy
metabolikus utvonalban is ,,szomszédosak™ bebizonyosodott, hogy az altaluk
kodolt enzimek félkész termékei szamos esetben toxikusak (McGary és mitsi.,
2013). Ebbdl kdvetkezden a megfeleld regulacido miatt is célszer(, ha az ilyen
tipusu gének egymas mellett helyekednek el. Tobb tucat gombagenomot
megvizsgalva be is igazolodott, hogy az ilyen tipusi génparok valdéban
szelekcios hatas alatt allnak (McGary és mitsi., 2013).

Azonban a véletlenszeriien bekovetkezo kiilso hatasok és az €lesztd sajat
genomregulacidja mellett szamulnunk kell a transzpozonok génsorrendre
gyakorolt hatasaval is. A transzpozonok aktivitdsa egyarant lehet pozitiv vagy
negativ kimenetelli: eldsegithetik az adaptaciot, de karos muticiokat is
okozhatnak (Gabriel és mtsi., 2006; Chang és mtsi., 2013; Michel és mtsi.,
2017).

2.3. A szekvencia és struktura valtozasok kapcsolata

Altalanosan igaz az a megfigyelés, miszerint minél nagyobb a
szekvenciabeli valtozasokra épiil6é filogenetikai tavolsag két genom kozott,
annal nagyobb a kromoszomakat érintd strukturabeli valtozasok mértéke is
(Rolland & Dujon, 2011; Drillon & Fischer, 2011). Ebbdl kovetkezden a két
tipust valtozas erds korrelaciot mutat szamos esetben: példaul egyes gerincesek,
fonalférgek, izeltlabuak és élesztok esetében (Burt és mtsi., 1999; Coghlan &
Wolfe, 2002; Sharakhov és mtsi., 2002; Vakirlis és mtsi., 2016). Azonban
szamos kivétel létezik, amikor is feltételezhetden kozds eredetii genomok
hasonld mértékii szekvenciaevolicid mellett eltérd mértékli atrendezddési

dinamikat mutatnak és forditva. Ez arra utal, hogy a kiilonb6z6 valtozasok

20



,»molekularis 6rai” nem egyforman ketyegnek és nem minden esetben fiiggnek
egymastol (Dujon, 2010; Ho és mtsi., 2016; Luo & Ho, 2018).

Erdekes példai ennek a jelenségnek az Encephalitozoon (Microsporidia)
genomok. A szekvencidik dinamikus valtozasaihoz képest atrendezddések
sokkal kisebb szamban fordulnak el a genomjaikban (Stechmann, 2004). Ezzel
szemben egyes Fusarium torzsekre jellemz0, hogy egész kromoszomakat vagy
kromoszéma-régiokat veszitenek (Williams és mtsi., 2016). Harom Aspergillus
faj komparativ genomikai Osszehasonlitasanal is kideriilt, hogy bar az A.
fumigatus és A. oryzae kozel egyforma mértékii szekvencia divergenciat mutat
az A. nidulans-hoz képest, az A. oryzae genomjat kétszer annyi atrendez6dés
érte, mint az A. fumigatus genomot (Galagan és mtsi., 2005). A Drosophila
melanogaster és D. yakuba koézeli rokonoknak szamitanak, bar keresztezédni
nem tudnak. A D. melanogaster vonalon szamottevéen kevesebb atrendezodés
kovetkezett be, mint a D. yakuba esetében (Ranz és mtsi., 2007). Erdekes példa
a csirke, egér €s ember esete is. Az egér €s az ember protein szekvencia szinten
88%:-os atlagos egyezést mutatnak, mig az ember-csirke 75,3%-ost, de meglepd
modon az utdbbi paros génsorrendjiiket tekintve sokkal jobban hasonlit
egymasra (Pevzner & Tesler, 2003; International Chicken Genome Sequencing
Consortium, 2005).

A hasado élesztok nemzetsége egy rendkiviil érdekes csoport, mivel a
genomjaik géntartalmahoz képest meglehetésen gyors a szekvencidjuk
evoliucigja (Rhind és mtsi.,, 2011; Rajeh ¢és mtsi, 2018). Példaul a
Saccharomyces vagy Kluyveromyces nemzetség tagjai kisebb mértéki
szekvencia divergencia mellett géntartalmukat tekintve nagyobb mértékben

térnek el egymastol, mint a hasado élesztok (Rhind és mtsi., 2011).
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2.4. A hasado6 élesztogombak bemutatiasa

2.4.1. A hasadd éleszt6gombdak, mint modellszervezetek

A hasadd éleszték (Schizosaccharomyces) nemzetségét jelenlegi
tudasunk szerint 5 faj és szamos valtozat alkotja. A legismertebb tag a S. pombe
(Lindner, 1893), amely régota kozkedvelt modellszerezete a molekularis
folyamatok vizsgalatanak (Hoffman és mtsi., 2015). A nemzetség egyediili
dimorf tagja a S. japonicus (Yukawa & Maki, 1931), amely kutatdsa még
gyerekcipdben jar ugyan, de egyre tobb labor kezdi modellként haszndlni. A
tovabbi harom kozeli rokon faj a S. cryophilus (Helston és mitsi., 2010), S.
octosporus (Beijerinck, 1894) és a S. osmophilus (Brysch-Herzberg és mtsi.,
2019), amelyek inkabb a S. pombe-re hasonlitanak, de szamos egyedi
tulajdonsaggal is rendelkeznek. E fajok mellett eléfordul még szamos valtozat
(pl. S. maledivorans, S. liquefaciens, S. sloofiae, S. versatilis, S. longobardus) is,
amelyek megitélésében még ma sincs konszenzus (Brysch-Herzberg, 2019). A
hasadasos tipusu sejtosztodas az egyik legalapvetobb tulajdonsag, amely

elkiiloniti a hasado élesztoket az Gsszes tobbi élesztétol (2. abra).

Budding Yeast Fission Yeast

Saccharomyces Schizosaccharomyces
cerevisiae pombe

2. abra. A legismertebb sarjadzo éleszté (S. cerevisiae) és hasado éleszto (S.
pombe) sejtmorfologiaja és osztodasa. Forras:
https://joelhuberman.net/HubermanLabArchives/BIR572/Y eastGeneticsLectur
eNotes.html (let6ltés datuma: 2022.07.16)
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A két leginkabb kutatott fajra (S. pombe és S. japonicus) altalanosan
jellemz6, hasonldoan mas éleszté modellszervezetekhez (pl. S. cerevisiae) a
konnyt laboratoriumi tenyészthetdség, a rovid generacids 1do, a fenntarthatd
haploid allapot. Emellett, széles korti molekularis eszkoztar (genetikai
transzformacio, plazmid vektorok) is rendelkezésre all e fajoknal. A legujabb
molekuléris technikdkat is adaptéaltak a hasado élesztOkre, igymint az RNS
szekvenalast, a CRISPR-Cas9 rendszert, a Hi-C és Chip-Seq technikakat (Rhind
¢s mtsi., 2011; Jacobs és mtsi., 2014; Murray és mtsi., 2016; Matsuda ¢és mtsi.,
2017; Rodriguez-Lopez és mtsi., 2017; Zhang és mtsi., 2018, Tong és mtsi.,
2019). Ezaltal, valamint az eukariota sejtfelépitésiiknek koszonhetéen, szamos
konzervativ molekuléris folyamat megismerésére nyilt (és nyilik) lehetdség
altaluk. Nagy elonye tovabba a hasadd élesztoknek, hogy jonéhany
tulajdonsagukban eltérnek a sarjadzo élesztoktdl, igy ugyanazon folyamatok
valtozatainak megismerését teszik lehetdvé. Rdadasul szamos tekintetben jobban
hasonlitanak a magasabbrendli eukariotakra, mint mas élesztokre. Ezek a
kiilonbségek teszik ket megkertilhetetlen modellszervezetekkeé.

A tovabbiakban a S. pombe és a S. cerevisiae kozotti néhany kiilonbséget
mutatjuk be. A S. cerevisiae-bol szamos vad tipusu torzs létezik, amelyeket
hasznalnak is a kiilonbdz6 laboratoriumokban és rendre el6fordul, hogy ugyanaz
a mutacio némileg eltérd fenotipust eredményez a kiilonb6z6 térzsekben (Elion
¢és mtsi., 1991; Ralser és mtsi., 2012). Habar S. pombe-bdl is tobb izolatum all
rendelkezésre, de szinte a vilag minden tajan ugyanazokat a laboratdriumi
torzseket hasznaljak, amelyek egy izolatumbol szarmaznak (Fantes & Hoffman,
2016). Ezek a torzsek pedig az Urs Leupold altal izolalt 968 h* homotallikus és
a belble szarmazo 972 h™ és 975 h* heterotallikus torzsek. A S. cerevisiae-vel
szemben ez jelentésen megkonnyiti az eltérd laborok S. pombe-vel kapcsolatos
eredményeinek dsszevetését (Hoffman és mtsi., 2015). Emellett Rhind és mtsi.
(2011), tovabba Hoffman és mtsi, (2015) munkai tovabbi kiilonbségekre is

ravilagitanak.

23



Bar a két éleszté genomja hasonld méretil, a S. cerevisiae-nek altalaban
16 kromoszomaja van haploid allapotban (~12,1 Mb), de a diploid allapotot
részesiti elényben, mig a S. pombe 3 nagyméretii kromoszoémaval rendelkezik
(~12,5 Mb) és a haploid allapot a természetes szamara. Ez utobbi egyszeriibbé
teszi a génmutaciok kialakitasat, ezéltal a mutans fenotipus vizsgalatat. Eltérnek
a centromer-régiojuk szervezddésében is, mivel a hasad6 élesztok nagy, repetitiv
régidkat tartalmazo centromerekkel rendelkeznek. Ezzel Osszefiiggésben a
Schizosaccharomyces-ekben megtalalhatd ¢és aktiv maradt az RNS
interferencidhoz sziikséges génkészlet is. Mindemellett a ,,spliceosome”-
komponensek is jelen vannak a hasadd élesztd genomokban, bar egyértelmii
bizonyiték alternativ ,,splicing”-ra legjobb tuddsunk szerint egyeldre nincs.
Szamos hasado élesztd protein mind szekvencidjaban, mind szerkezetében is
jobban hasonlit a Metazoa ¢€l6lények proteinjeihez, mint a sarjadzéd élesztok
proteinjeihez. A hasado éleszté modellek segitségével konnyebben megérthetok
a magasabb szervezddésii él6lények hasonld folyamatai, mint példaul a
heterokromatikus hiszton metilacio folyamatai, a sejtciklus-kontroll, a
citokinezis és szdmos szignal-transzdukcios utvonal, mivel a hasado ¢€lesztok e
folyamatokban is sokkal nagyobb hasonlosagot mutatnak a Metazoa
¢lélényekkel, mint a sarjadzoé élesztok (Vyas és mitsi., 2021).

A kutatasi eredmények koziil kiemelked6 az a hasadd élesztokkel
kapcsolatos eredmény, amely Paul Nurse és csapata munkassagahoz koéthetd, aki
a sejtciklus kutatasaiért megosztott orvosi Nobel-dijban részesiilt 2001-ben
(Beach ¢és mtsi., 1982; Lee & Nurse, 1987). A sejtciklus kutatdsok mellett a
kromoszoma dinamika (replikacid, rekombinacid, szegregacid), a gén-
expresszio €s az epigenetika teriiletén is esszencidlis modellé valtak a hasado
¢lesztOk (Hirano és mtsi., 1986; Samejima és mtsi., 1993; Watanabe & Nurse,
1999; Mata & Bibhler, 2003; Kitajima és mtsi., 2004; Forsburg & Rhind, 2006;
Mojardin és mtsi., 2013; Allshire & Ekwall, 2015).
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A tanszékiink sejtciklus kutatasokban végzett munkdssaga sem
megkeriilhetd, hiszen a tanszék munkatarsai izolaltak el6szor sejtszeparacioban
sériilt mutansokat (3. dbra). E mutansok segitségével szamos kulcsfontossagu
transzkripcios faktort és enzimet kodold gén szerepét sikeriilt tisztazni (Sipiczki
¢és mtsi., 1993; Ribar és mtsi., 1997; Grallert és mtsi., 1999; Sipiczki & Bozsik,
2000; Zilahi és mtsi., 2000; Szilagyi és mtsi., 2002, 2005; Martin-Cuadrado ¢és
mtsi., 2003; Alonso-Nunez és mitsi., 2005; Lee és mtsi., 2005; Sipiczki, 2007;
Miklos és mtsi., 2008; Batta és mtsi., 2009). Azonban az emlitett téma csak egy
része a tanszEék hasado élesztokkel végzett kutatasi profiljanak, viszont a tobbi

téma ¢és publikacio felsoroldsatdl a terjedelmi korlatok miatt eltekintiink.

3. abra. S. pombe L972 vad tipusa (A, C, G) és kiilonb6z6 sejtszeparacioban
sériil mutansok (B, D-F, H-J) fotoi. Forras: Grallert és mtsi., 1999.
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Megkeriilhetetlen azonban a hasado élesztok egyetlen dimorf fajanak, a
S. japonicus-nak az emlitése, ami egy feltérekvében 1évé modellszervezetnek
szamit (Klar, 2013). Mivel e faj jelentdsen kiilonbdzik a tobbi hasadé élesztotol,
kivalo modellparost alkotnak a S. pombe-vel. Hiszen a két faj parhuzamos
hasznalataval lehet6ség nyilik ugyanazokat a jelenségeket egy élesztd és egy
dimorf modellben tesztelni (Tanaka & Hirata, 1982; Alfa & Hyams; 1990;
Bullerwell és mtsi., 2003; Linder & Gustaffson, 2008; Xu és mtsi., 2012; Gu és
mtsi., 2012, 2015; Balazs és mtsi., 2012; Guo és mtsi., 2015; Domizio és mtsi.,
2017; Princova és mtsi., 2019; Makarova és mtsi., 2020). A S. japonicus képes
valddi invaziv hifakat képezni kiilonb6z6 kornyezeti hatasokra reagalva, ami a
dimorfizmus kutatas nem-patogén alapmodellévé teheti a fajt (4. abra) (Sipiczki
¢s mtsi., 1998a,b; Enczi és mtsi., 2007; Furuya & Niki, 2012; Papp és mtsi.,
2014; Nozaki és mtsi., 2018; Kinnaer és mtsi., 2019; Gomez-Gil és mtsi., 2019;
Papp és mtsi., 2021a,b).

4. abra. S. japonicus 7-1 vad tipus éleszt6 allapotu sejtjei (A), egy ismeretlen
sejtszeparacioban sériilt mutans torzs sejtjei (B) és a vad tipus invaziv

hifaképzése szilard tapkozegen (C). Forras: Acs-Szabo Lajos
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A hasad6 élesztoket leginkabb az alapkutatdsokban hasznositjak, de
néhany alkalmazott teriileten is felhasznaljak Oket (pl. boraszat) (Minnaar ¢€s

mtsi., 2017; Benito 2019; Millarini és mtsi., 2020).

2.4.2. A hasado élesztbgombak filogenezise és genom Szervezddése

A hasad6 élesztok rendszertanilag az Ascomycota torzsbe és a

Taphrinomycotina (Archiascomycotina) altérzsbe tartoznak (5. abra).

Pucciniomycotina

Ustilaginomycotina
Agaricomycotina Agaricomycetes
7 = = Dacrymycetes
\O Tremellomycetes

Wallemiomycetes
Pezizomycetes
) / 0 Orbiliomycetes
[ Pezizomycotina Eurotiomycetes
Dothideomycetes
Lecanoromycetes
Leotiomycetes
Sordariomycetes
Xylonomycetes
Saccharomycotina
Taphrinomycotina
Glomeromycotina
Mortierellomycotina
Mucoromycotina
Zoopagomycotina
Entomophthoromycotina
Kickxellomycotina
‘r Chytridiomycota O Blastocladiomycota

0 Chytridiomycetes
Monoblepharidomycetes
Neocallimastigomycetes

——O Microsporidia
—O Cryptomycota

| Basidiomycota

Ascomycota |
Mucoromycota

| Zoopagomycota |

5. abra. A gombdk filogenezise. A Taphrinomycotina altdrzs az Ascomycota
alapi agahoz tartozik. Forras: https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home
(letoltés datuma: 2022.07.16.)

Ez az altorzs rendkiviil valtozatos gombanemzetségeket foglal magaban
(Archaeoryzomyces, Novakomyces, Pneumocystis, Taphrina, Protomyces,
Saitoella, Neolecta és Schizosaccharomyces), aminek kovetkeztében felmeriilt a

kérdés, hogy vajon a Taphrinomycotina altdrzs nem egy filogenetikai miitermék-
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e (,long branch attraction” jelenség) (Sipiczki, 2000; Liu és mtsi., 2009)?
Azonban a jelenleg rendelkezésre allo bizonyitékok €s filogenetikai elemzések
tamogatjak a Taphrinomycotina altorzs monofiletikus egységét (6. abra) (Liu és
mtsi., 2009; Rhind és mtsi., 2011; Rajeh és mtsi., 2018; Shen és mtsi., 2020; Li
és mtsi., 2021; CadeZ és mtsi., 2021).

90 Saccharomyces cerevisiae AY048154

99 Ogataea parapolymorpha EU011621
Lipomyces starkeyi DQ518981

73 Neournula pouchetil KT968655
L Tuber melanosporum JQ925703

59 [— Emericelia nidulans NG_055739
95— Neurospora crassa U40124

Ustilago maydis L20287
= Filobasidielia neoformans KY107233
nl Rhodosporidium toruloides KY100167
—
0.05

6. abra. A Taphrinomycotina altorzs fobb nemzetségeinek és azok néhany
fajanak filogenezise. A kékkel kiemelt fajok tartoznak a szoéban forgo
altorzsbe, a csoport legujabb leirt faja, a Novakomyces olei vastag betiivel

kiemelve szerepel. Forras: Cadez és mtsi., 2021
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Azonban nemcsak az altdrzs valtozatos, hanem maguk a hasado élesztd
fajok is. Olyannyira, hogy a multban tobb alkalommal is felmeriilt a gondolat,
miszerint kiilon nemzetségekbe lenne célszerli rendezni a fajokat: S. pombe —
Schizosaccharomyces, S. japonicus — Hasegawa, S. octosporus —
Octosporomyces (Kudriawzew, 1960; Yamada & Banno, 1987). Ezeket a
valtoztatasokat viszont a genomszekvencidk vizsgalata sziikségtelenné tette,
hiszen rendkiviil nagy mértéki a hasonlosdg a géntartalmukat tekintve a
nemzetség tagjai kozott (Rhind és mitsi., 2011).

A S. pombe volt a hatodik eukaridta él6lény, amelyet megszekvenaltak
teljes egészében és mar ekkor egyértelmiivé valt, hogy drasztikusan eltérnek a
hasado ¢élesztdk a sarjadzo élesztéktdl (Wood és mitsi., 2002). A tovabbi hasadd
¢lesztd fajok genomszekvenciai majd’ egy évtizeddel késobb valtak elérhetdvé,
amikor is a S. japonicus és S. octosporus genomok koézel kromoszoéma szintii
Osszeszerelési allapotba kertiltek, viszont a S. cryophilus-t csak nagyobb
kontigokba rendezték (Rhind és mtsi., 2011). Jelen doktori dolgozat készitési
ideje alatt a S. osmophilus faj genomszekvenciaja még nem volt elérhetd.
Kideriilt, hogy a hasado é¢lesztok altalaban 3 nagy meéretli kromoszoémaval
rendelkeznek, és a kodold génjeik szama pedig 5000 koriil mozog (S. pombe
5114 kodolo gén, S. japonicus 4886 kodolo gén) (Rhind és mtsi., 2011;
Pombase; JaponicusDB). A hasad6 éleszté fajok legalabb 4218 kozos
feltételezett ortolog génnel rendelkeznek és az intronjaik koziil is 2901 (~80%)
megtaldlhaté mind a 4 fajban, azonos pozicidban. Ez bizonyitja, hogy a hasado
élesztok mind a géntartalmukat, mind a génszerkezetiiket tekintve rendkiviil
konzervaltnak tekinthet6k (Rhind és mitsi., 2011). Mindezek mellett a fajok
génsorrendje is meglehetdés hasonlosdgot mutat, hiszen a genomok kozos

géntartalménak jelentds része szinténikus blokkoka alkot (7. abra).
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7. abra. A hasado élesztok szinténia térképei. A legfelsé sorban a S. pombe, a
kozEépsd sorban a S. octosporus, mig az alsé sorban a S. japonicus lathatd
referenciaként. Az egyszinii kozépvonalak a referencia faj kromoszomait

jelképezik, a kdzépvonal feletti és alatti szines téglalapok pedig a masik két faj

szinténikus régidit hivatottak bemutatni. A cikldmen szin az I. kromoszomat, a
kék a II. kromoszomat, a sarga a III. kromoszomat jeloli. Forras: Rhind és

mtsi., 2011

Azonban a fajok szekvencia-evolicioja meglehetdsen gyors: protein
szekvencia szinten a S. japonicus ~55%-os atlagos aminosav-azonossagot mutat
a masik harom faj szekvenciaival, de a két legkdzelebbi rokonnak szamito S.
octosporus és S. cryophilus kozott is ,,csak” 85%-os azonossag figyelheté meg
(Rhind és mtsi., 2011). Ezek az azonossagok megfeleltethetok az ember €s a
kacsacsorli emlds, illetve az ember és kutya szekvenciabeli eltéréseinek
(Sipiczki, 2000; Rhind és mtsi., 2011). Tovabbi érdekesség, hogy mas élesztd
genuszokhoz (pl. Saccharomyces ¢és Kluyveromyces) képest a hasado élesztok
nagyobb mértékli géntartalom konzervaltsag mellett szamottevéen gyorsabb
szekvencia-evoluciot mutatnak (Rhind és mtsi., 2011). S6t, egy viszonylag friss
tanulmany adataibo6l arra lehet kovetkeztetni, hogy nem is ismert az Ascomycota
gombdak kozott olyan genusz, amely hasonld mértékii genom konzervaltsag
mellett még csak kozelitdleg is olyan mértékii szekvencia evolicios ratat

mutasson, mint a hasad6 éleszt6k (Rajeh és mtsi., 2018).
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Szamos tanulméany foglalkozott a torzsek szekvencia és kariotipus
valtozasainak dinamikajaval, illetve a valtozasok hatasaval is. A korabbiakhoz
képest érdekes eredmény, hogy a kiillonb6z0 geografiai eredetli vad tipusu S.
pombe torzsek szekvencia szinten rendkiviill nagymértékii hasonlosagot
mutatnak (95-100%), viszont kariotipusukban eltérhetnek egymastol (Rhind és
mtsi., 2011; Brown és mitsi., 2011; Jeffares és mtsi., 2015). Fawcet és mitsi.
(2014) gorcs6 ala vették szamos S. pombe torzs teljes genomszekvenciajat és
arra a megallapitasra jutattak, hogy a torzsek szekvencidi nagy valdszinliséggel
erds szelekcios hatas alatt allhatnak, mivel még az intergénikus régiokban is
nagyfoku hasonlosag volt megfigyelhetd. Felvetették, hogy ezek a nem kddold
szekvencidk is funkcioval rendelkezhetnek, amely felvetés a késdbbiekben
bizonyitasra is keriilt (Grech és mtsi., 2019). Jeffares és mtsi. (2015) vizsgalatai
alapjan az 4tlagos diverzits a S. pombe izolatumokon beliil 3x10 ,,SNP/site”
volt, ami koriilbeliil 3 SNP-t jelent kilobazisonként. Vizsgalataikban arra is
ramutattak, hogy tisztito szelekcio alatt fOleg az exon, intron és UTR
szekvencidk allnak. Ezzel Osszhangban megfigyelték, hogy a fenotipusos
varianciaért inkabb az inszerciok/deléciok a feleldsek, mintsem az SNP-k
(Jeffares és mtsi., 2015). Avelar és mtsi. (2013) bebizonyitottak, hogy mar egy
inverzid vagy egy transzlokacido is képes nemcsak a valtozast érintd
kromoszoma, hanem a teljes genom génexpresszids mintazatat megvaltoztatni.
Egyértelmiivé valt, hogy bar bizonyos kromoszoma strukturdlis valtozasok
jelenthetnek eldnyt egyes kornyezeti koriilmények kozott, de az altaluk okozott
reproduktiv izolacid végsd soron nagyobb evollcios hatranyt jelent (Avelar és
mtsi., 2013; Zanders és mtsi., 2014; Naumov és mtsi., 2015; Jeffares és mtsi.,
2017). Tusso és mtsi. (2019) tanulmanyukban megallapitottak, hogy a ma
megfigyelhetd biodiverzitas a S. pombe természetes izolatumai kozott, két korai
divergens vonalra vezethet6 vissza (S. pombe és S. kambucha kladok). Harngvist
¢s mtsi. (2021) megvizsgaltak jelentdés szdml paramétert, ami a nemzetkozi

szakirodalom alapjan hozzajarulhat a szekvencidkat érintd szelekcids
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nyomashoz. Harom {6 variabilist talaltak, amelyek sok esetben meghatarozoak
voltak az evolucids ratdk szempontjabol: a protein-protein interakcios
halozatban betoltott hely, az aminosav kompozicio és a cellularis lokalizacio

(citoplazma, organellumok).
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3. Célkitiizések

Annak érdekében, hogy megérthessiik a hasad6 élesztégombak stabil
genomszervezOdésének genetikai és evollcios hatterét, kiilonb6zé komparativ
vizsgalatoknak kivantuk aldvetni a genusz azon négy fajat, amelyek
rendelkeznek ismert genom szekvenciaval.

Mivel a S. cryophilus megszekvenalt genomjanak Gsszeszerelése csak
részlegesen tortén meg (Rhind és mtsi.,, 2011), célul thztik ki a faj nagy
szuperkontigjainak dsszeszerelését, majd az Gsszeszerelés validalasat kiilonb6zo
molekularis biologiai modszereket alkalmazva. Az 0Osszedllitott genom
szekvencia birtokaban lehetdségiink volt Osszehasonlitani a kromoszomak
atrendezd6dési dinamikait kozeli és tavoli rokon fajok esetében. Ezt kdvetden
meg kivantuk vizsgalni a hasado élesztdk szekvencia és kromoszoma struktira
mértékeét. Lehetdségiink nyilt a fajok legkozelebbi kozds 0Osétél szarmazd
genom-szegmensek felderitésére, majd a beazonositott szegmensek
tulajdonsagainak vizsgalatara. Végiil megkiséreltiik feltarni a konzervalt régiok

fennmaradéasanak néhany lehetséges okat, azok egymasra hatasat.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A doktori munka soran felhasznalt torzsek

A doktori tanulmanyaim soran kisérleti munkéban felhasznalt élesztd

torzsek listajat az 1. tdblazat tartalmazza.

1. tablazat. Felhasznalt torzsek listaja.

Fajnév Leiras Forras
Schizosaccharomyces pombe Vad tipus L-972 h- U. Leopold
Schizosaccharomyces cryophilus Vad tipus CBS11777 CBS
Saccharomyces cerevisiae Vad tipus S288C ATCC

4.2. A doktori munka soran felhasznalt tapkozegek

Az ¢lesztd sejtek tenyésztésére haszndlt komplex tapkozegek és

Osszetevoik listajat a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat. Felhasznalt tapkozegek listaja.

Megnevezés Osszetétel Leiras

YEL (1000 ml) Gliikoz 30,0 g| Komplex tipfolyadek
ElesztOkivonat 10,09

YEA (1000 ml) YEL 1000 mi| Komplex taptalaj
Poragar 20,09

YPL (1000 ml) Gliikoz 30,0 g| Komplex tipfolyadek
Elesztékivonat 10,09
Kazein pepton 10,0 g

YPA (1000ml) YPL 1000 mi|  Komplex taptalaj
Poragar 2009
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4.3. A doktori munka soran alkalmazott kisérleti modszerek

4.3.1 A sejtek tenyésztési koriilménvei

A S. cerevisiae, S. pombe ¢és S. cryophilus élesztéket YEA vagy YPA
tartalmu Petri-csészéken tartottunk fenn, illetve a kisérletekhez 100-200 ml YEL
vagy YPL tapfolyadékban tenyésztettiik 6ket 30°C-on, illetve a S. cryophilust
25°C-on, mivel ez utobbi faj nem kedveli a magasabb hémérsékletet (Helston és
mtsi., 2010).

4.3.2. Genomi DNS izolalasa

A 3. tablazatban lathato a genomi DNS (gDNS) izolalasahoz hasznalt
oldatok és anyagok listaja.

3. tablazat. A gDNS izoldlasahoz felhasznalt oldatok listdja.

Oldatok Osszetétel Felhasznalas

0,5 M EDTA (pH=8,0) EDTA 2504 TE, TBE
NaOH 186,19
Millipore MilliQ viz 1000 ml

10x TE 0,5M EDTA 2ml gDNS izolalasa
1 MTRIS 10 ml
Millipore MilliQ viz 889 ml

,,Lysis” puffer 1MTRIS 0,5ml | gDNS izolalasa
0,5M EDTA 0,1 ml
5 M NaCl 1l
Triton X 1l
10 %-o0s SDS 1ml
Millipore MilliQ viz 48,398 ml

A S. cryophilus sejtek tenyésztése 100 ml YEL vagy YPL tapoldatban

egy ¢jszakan at 25°C-on tortént. Masnap reggel 50 ml-es falcon csdvekben
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lecentrifugaltuk (4000 rpm, 5 perc), majd vizzel atmostuk a sejteket. Ujabb
centrifugalas (4000 rpm, 5 perc) €s vizes mosas utan 2 ml MilliQ vizzel
felszuszpendaltuk a sejtiiledéket, és az elegybdl 1 ml-t eppendorf csdbe vittiink
at. Ismételt centrifugalas (2500 rpm, 5 perc) és a feliilisz6 eltavolitasa utan
hozzaadtunk 0,2 ml ,,lysis” puffert, 0,2 ml fenol:kloroform:izo-amilalkoholt
(25:24:1; Sigma P2069) és ~0,3 g tiveggyongyot (425-600 um, Sigma G8772-
10G). Az eppendorf csé parafilmmel torténé lezarasat kovetéen 4 percen
keresztiil vortexeltiink, azutdn hozzdadtunk 0,2 ml 1x TE-t, wvégiil
lecentrifugaltuk (2500 rpm, 5 perc) az elegyet. A tiszta felsé fazist (j eppendorf
csObe vittiik 4t és hozzdadtunk 1 ml abszolut etanolt, majd -20°C-on taroltuk 10
percig. Centrifugalas (2500 rpm, 5 perc) és 70%-0S etanolos mosas utan
hozzédadtunk 0,4 ml 1x TE-t és 3 ul 10 mg/ml-es RNaz enzimet (Sigma, R5000)
¢s 37°C-on inkubaltuk 15-20 percig. Ezt kovetéen hozzamértiink 40 pl 3 M
natrium-acetatot (Sigma, S7899) és 1 ml abszolut etanolt (Spektrum 3D,
3.05032). -20°C-on 10 percig torténd tarolas utan ismét lecentrifugaltuk (10000
rpm, 10 perc) és a feliiluszo alapos eltavolitdsa utdn szaritottuk a mintat.
Legvégiil 50 pl 1x TE-ben vettiik fel az tiledéket és késobbi felhasznalasig -
20°C-ra helyeztiik. A mintak tisztasagat gélelektroforézissel és nanodrop-pal
(Biosystems ACTGene UVS-99) ellendriztiik, illetve mértiik.

4.3.3. Polimeriz lancreakcio (PCR)

A doktori munka soran felhasznalt PCR primerek listdjat a 4. tablazat

tartalmazza.

4. tablazat. A felhasznalt PCR primerek listaja.

Primer Szekvencia
gylijteményi szama | Primer neve (5'-3" Leiras

gggacctttgg Az Sc2* és Sco™

664. Sc2 Forw_A | gtttcaagt Osszetartozasanak validalasara
gcgttgeceatc Az Sc2* és Sco™

665. Sc6 Rev_A cttatcaat Osszetartozasanak validalasara
tagtttatggcc Az Sc9* és Scl*

666. Sc9 Forw B gccacagt Osszetartozasanak validalasara
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ccgtctgctttet Az Sc9* és Scl*

667. Scl Rev_B cagtttg Osszetartozasanak validalasara
gcttcaagctg Az Scb5* és Sc8*

668. Sc5 Forw C ccacatttt Osszetartozasanak validalasara
gcgatctcttta Az Scb5* és Sc8*

669. Sc8-Rew-C gcatttcca Osszetartozasanak validalasara
ggaaataccttt Az Sc6™* és Sc8*

794. ScéendF tggcgact Osszetartozasanak validalasara
ggtctaagggg Az Sc6™* és Sc8*

795. Sc8startR gcagattta Osszetartozasanak validalasara
gcatatcaataa
gcggaggaaa

49, NL1 ag Riboszomalis DNS lokalizalasa
ggtcegtgtttc

50. NL4 aagacgg Riboszomalis DNS lokalizalasa
tgttggtgttgat

926. SPOG 04999 | gagcagc Riboszomalis DNS lokalizalasa
agctcctgtaac

929, SPOG_00001 | gattgctac Riboszomalis DNS lokalizalasa
gatggatcact

930. SPOG_00002 | ggacaggtg Riboszomalis DNS lokalizalasa
tcattacggcg

928. 18S rDNA1 | gtcctagaa Riboszoémalis DNS lokalizaldsa
ttctaggaccy

927. 18S rDNA2 | ccgtaatga Riboszomalis DNS lokalizalasa

*Scl, Sc2, Sc5, Sc6, Sc8 és Sc9: S. cryophilus szuperkontigok

A PCR reakcidkhoz DreamTaq DNS polimerazt (Thermo Scientific
EPQ0711) hasznaltunk. Az 5. tablazat tartalmazza a PCR reakci6 Osszetételét, a 6.

tablazat pedig a hasznalt programokat hivatott bemutatni.

5. tablazat. A PCR reakcioelegy Osszetétele.

Osszetevik

S. cryophilus gDNS

1 pl (~100 ng)

DreamTaq Green puffer 5x 10 pl
Thermo Scientific ANTP mix 10 mM (R0191) 2l
Forward primer (5 uM) 2 ul
Reverse primer (5 uM) 2 ul
DreamTaq DNS polimeraz (5U/ul) 0,5 ul
MilliQ viz 32,5 ul
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6. tablazat. A PCR protokoll bemutatasa.

Hoémérséklet 1dé Ciklus
95°C 3 perc
95°C 0,5 perc
Primer TM-2°C 0,5 perc 25-30x
72°C 0,5-3 perc
72°C 10 perc
4-10°C e

4.3.4. Agardz gélelektroforézis

Az izoldlt gDNS ¢és amplifikdlt PCR termékek ellendrzését
gélelektroforézissel végeztiik. A munka soran 1%-os agar6z (BioRad 162-3102)
gélt hasznaltunk, 1x TBE pufferben, amelybe kiontés elétt 8 pl ethidium-
bromidot (10 mg/ml térzsoldatbol, Sigma E8751-5G) tettiink. A futtatast 30-60
percen at 120 Volton végeztiik. A gélben a kisebb molekuldk a gél ellenallasat
konnyebben legydzve gyorsabban mozognak, igy hosszabb utat tesznek meg. A
DNS helyzetét UV transzilluminator (BioDoc-It Imaging System) segitségével
tettiik lathatova. A DNS mintank méretének meghatarozasahoz 1 kb méreti
markert (Thermo Scientific, SM0332) hasznaltunk, amelyet a mintankkal
parhuzamosan futtattunk. A gélelektroforézishez felhasznalt oldatok osszetételét

a 7. tablazat tartalmazza.

7. tablazat. A gélelektroforézishez felhasznalt oldatok listaja.

Oldatok Osszetétel Felhasznalis
10x TBE puffer TRIS-HCI 109,09 | Geélelektroforézis
Borsav 55,6 ¢
0,5M ETDA 40 pl
Millipore MilliQ viz 1000 ml
1%-o0s agaroz Agar6z 409g| Gélelektroforézis
IX TE 400 ml
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4.3.5. Szekvenalas

Egyes PCR termékek esetében sziikséges volt, hogy szekvenalasnak is
alavessiik a mintdkat. A szekvendlandd6 DNS fragmentumokat Na-acetatos
kicsapassal tisztitottuk, sziikség esetén gélbdl visszaizolaltuk. E1obbi modszer
keretében 0,1 térfogat Na-acetat €s 2,5 térfogat abszolut etanol hozzdadaséaval a
PCR termékeket kicsaptuk, majd 1x TE-ben vagy MilliQ vizben ujra felvettiik.
Minden esetben tisztitott PCR amplifikdtumot kiildtiink szekvenalasra a
felszaporitdshoz hasznalt primerekkel egyetemben. A szekvenaltatasokat a

GeneArt és a Microsynth AG szolgaltatokkal végeztettiik.

4.3.6. Pulzalb erétert gél elektroforézis

A torzsek elektrokariogramjat BioRad CHEF DR III (BioRad 170-3695)
pulzalo erdterti gélelektroforézis rendszerrel készitettiik el. A hasado élesztd
mintak agar6z dugdba agyazasat a kovetkez6 modon hajtottuk végre. A
kiindulasi sejttenyészeteket 30°C-on, illetve 25°C-on 200 ml YEL-ben vagy
YPL-ben inkubaltuk egy-két napon at. A sejt-szuszpenziot centrifugaltuk 4000
rpm-en 5 percig, majd a leiilepitett sejteket a tapfolyadék eltavolitasat kdvetden
4 ml 50 mM EDTA (pH=8) oldattal mostuk, és ismét centrifugaltuk a korabbi
paraméterekkel. Felvettiik a mintdkat 5 ml W pufferben (8. tablazat) és
szonikaltuk 2 percen keresztiil. Ezt kdvetden a sejt-szuszpenzidhoz adtunk 20
mg Lysing és 50 mg Novozyme enzimet, tovabba 50 ul B-merkaptoetanolt és 2
o6ran at inkubaltuk 37°C-on. Ujabb centrifugalas és feliiluszo eltavolitis utan
felvettiik a leemésztett sejtfalu sejteket S00 ul S pufferben (8. tablazat). Ezzel
parhuzamosan 1,5%-os Low Melting (Sigma A 9414) agardzt készitettiink
szintén 500 ul S pufferben és Osszekevertiik azokat a sejtekkel. Dermedést
kovetden az elkésziilt dugokat 0,75 mg Proteinase-K (Sigma P 2308) enzimet
tartalmazo6 ,,Lysis” pufferben (8. tablazat) inkubaltuk 1 éjszakan at 37°C-on.
Masnap a folyadék eltavolitasa utan 1x TE oldatban aztattuk a dugokat 20 percig

37°C-on, majd szobahOmérsékleten is. Ekkor vagy felhasznaltuk a dugokat

39



azonnal, vagy 0,5 M EDTA oldatban 4°C-on taroltuk 6ket késobbi felhasznalas
céljabol. A felhasznalt oldatok Osszetételét a 8. tablazat tartalmazza.
Az agardéz dugd készitése S. cerevisiae esetén Nguyen & Gaillardin

(1997) leirdsa alapjan tortént.

8. tablazat. A PFGE-hez felhasznalt oldatok listaja.

Oldat Osszetétel Felhasznalas
1,2M szorbit
S puffer 50mM Na-citrat Agaroz dugb készitése
50mM NazHPO4
1,2M szorbit
W puffer >0mM Na-citrdt Agar6z dugb készitése

50mM NazHPO4

40mM EDTA (pH=8)
10mM TRIS-HCI (pH=8)
Lysis puffer 0,45M EDTA (pH=8) Agardz dugb készitése
1% Na-Lauril-Szarkozin

Az elektroforetikus elvalasztast 14°C-o0s 0,5x TBE pufferben végeztiik
1%-o0s agar6z (BioRad 162-3102) gélben, 50 V-on (1,5 V/cm) a kovetkezd
futtatasi paraméterekkel: (1) 48 h 40 min; (2) 70 h 50 min; és (3) 24 h 55 min
(Naumov és mtsi, 2015).

Az elvalasztast kdvetéen a gélt 5 pl/ml ethidium-bromidot tartalmazé
szlirt (Millipore) vizben festettiik, steril desztillalt vizben mostuk, majd UV fény

segitségével fényképeztiik.
4.4. A doktori munka soran alkalmazott bioinformatikai modszerek

A doktori munka soran hasznélt bioinformatikai modszerek esetében
nagyrészt online dolgoztunk, hiszen tobbnyire nagy teljesitményii szerverek
allnak a bioinformatikai platformok mogott és ezaltal felgyorsithatok bizonyos

munkafolyamatok. A dolgozatban a programoknal és algoritmusoknal felsorolt
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paraméterck esetében az eredeti angol kifejezéseket hasznaltuk, mivel sok

esetben nehézkes ezek megfeleld magyar nyelvre torténd forditasa.

4.4.1. Programok, algoritmusok, adatbazisok

A felhasznalt interneten keresztiil elérheté adatbazisok, programok és
algoritmusok, tovabba az asztali szdmitdgépen futtatott programok listajat a 9.
tablazat tartalmazza. A felhaszndldsuk részletes bemutatdsa a késdbbi

fejezetekben torténik.

9. tablazat. A munka soran felhasznalt programok, algoritmusok listéja.

Online . Felhasznalas Elérhetoség
programok/algoritmusok
PSA Paronkénti szekvencia illesztés hitp://www.ebi.ac.uk/Too
Is/psa/
Clustal Omega Tobbszords szekvencia illesztés hitp://www.ebi.ac.uk/Too
Is/msa/clustalo/
MUSCLE Tobbszoros szekvencia illesztés http://www.ebi.ac.uk/Too
Is/msa/muscle/
MAFFT v. 7.221 Tobbszords szekvencia illesztés http://mafft.cbrc.jp/align
ment/server/
http://www.phylogeny.fr/
GBLOCKS Illesztések feliilvizsgalata one_task.cgi?task_type=g
blocks
http://mafft.cbrc.jp/align
Neighbor Joining (NJ) Filogenetika ment/server/phylogeny.ht
ml
Phylogeny.fr Filogenetika hitp:/ WWW.pthogeny.fr/
alacarte.cqi
YASS Genomic Similarity DN dot plot http://bioinfo.lifl.fr/yass/y
Search Tool ass.php
http://genome.sfu.ca/cqi-
OrthoclusterDB Szinténia vizualizacidja bin/orthoclusterdb/runort
ho.cqi
Genome Synteny Viewer . N . http://cas-
" Szinténia vizualizacioja bioinfo.cas.unt.edu/gsv/h
(GSV) (megsziint)
omepage.php
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http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
http://www.phylogeny.fr/one_task.cgi?task_type=gblocks
http://www.phylogeny.fr/one_task.cgi?task_type=gblocks
http://www.phylogeny.fr/one_task.cgi?task_type=gblocks
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/phylogeny.html
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/phylogeny.html
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/phylogeny.html
http://www.phylogeny.fr/alacarte.cgi
http://www.phylogeny.fr/alacarte.cgi
http://bioinfo.lifl.fr/yass/yass.php
http://bioinfo.lifl.fr/yass/yass.php
http://genome.sfu.ca/cgi-bin/orthoclusterdb/runortho.cgi
http://genome.sfu.ca/cgi-bin/orthoclusterdb/runortho.cgi
http://genome.sfu.ca/cgi-bin/orthoclusterdb/runortho.cgi
http://cas-bioinfo.cas.unt.edu/gsv/homepage.php
http://cas-bioinfo.cas.unt.edu/gsv/homepage.php
http://cas-bioinfo.cas.unt.edu/gsv/homepage.php

SimpleSynteny

Szinténia vizualizacidja

https://www.dveltri.com/s

implesynteny/

GRIMM v2.01

Atrendezédések becslése

http://grimm.ucsd.edu/cgi

Random Integer Generator

Statisztika

https://www.random.org/i

ntegers/

Szamitégépen futtatott
programok/algoritmusok

Felhasznalas

Elérhetoség

SnapGene Viewer

Szekvencia kezelés

http://www.snapgene.co
m/products/snapgene vie
wer/

FigTree v1.4.2

Filogenetikai fa megjelenitése

http://tree.bio.ed.ac.uk/so
ftware/figtree/

https://sites.google.com/si

Archaeopteryx Filogenetikai fa megjelenitése te/cmzmasek/home/softw
are/archaeopteryx
Mauve Teljes genom illesztés http://darlinglab.org/mau

ve/mauve.html

Artificial Life Framework
(ALF)

Atrendezddések szimulacidja

http://alfsim.org/#index

Past4

Statisztika

https://past.en.lo4d.com/
windows

Microsoft Excel

Statisztika/adatelemzés

Parser (Python szkript)

Adatelemzés

Fejleszto: Tajti Akos

Genetic Modelling
(Python szkript)

Atrendezédések modellezése

Fejleszt6: Dr. Papp
Laszl6 Attila

Online adatbazisok

Felhasznalas

Elérhetoség

Broad Institute (megsziint)

BLASTYp, szekvencia letoltés,
ortolog ellendérzés

https://www.broadinstitut
e.org/scientific-
community/science/proje
cts/fungal-genome-
initiative/schizosaccharo
myces-genomes-project

Pombase

BLASTYp, szekvencia letoltés,
ortolog ellenérzés, GO
kategoriak, esszencialis gének

https://www.pombase.org

/

NCBI: National Center for
Biotechnology
Information

BLASTDp, szekvencia letdltés

https://www.ncbi.nlm.nih
.gov/
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https://www.dveltri.com/simplesynteny/
https://www.dveltri.com/simplesynteny/
http://grimm.ucsd.edu/cgi-bin/grimm.cgi
http://grimm.ucsd.edu/cgi-bin/grimm.cgi
https://www.random.org/integers/
https://www.random.org/integers/
http://www.snapgene.com/products/snapgene_viewer/
http://www.snapgene.com/products/snapgene_viewer/
http://www.snapgene.com/products/snapgene_viewer/
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
https://sites.google.com/site/cmzmasek/home/software/archaeopteryx
https://sites.google.com/site/cmzmasek/home/software/archaeopteryx
https://sites.google.com/site/cmzmasek/home/software/archaeopteryx
http://darlinglab.org/mauve/mauve.html
http://darlinglab.org/mauve/mauve.html
http://alfsim.org/#index
https://past.en.lo4d.com/windows
https://past.en.lo4d.com/windows
https://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/projects/fungal-genome-initiative/schizosaccharomyces-genomes-project
https://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/projects/fungal-genome-initiative/schizosaccharomyces-genomes-project
https://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/projects/fungal-genome-initiative/schizosaccharomyces-genomes-project
https://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/projects/fungal-genome-initiative/schizosaccharomyces-genomes-project
https://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/projects/fungal-genome-initiative/schizosaccharomyces-genomes-project
https://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/projects/fungal-genome-initiative/schizosaccharomyces-genomes-project
https://www.pombase.org/
https://www.pombase.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

EnsemblFungi

BLASTYp, szekvencia letdltés,
ortoldg ellendrzés

http://fungi.ensembl.org/i
ndex.html

JGI Genome Portal

BLASTYp, szekvencia letdltés

http://genome.jgi.doe.gov
/

Saccharomyces Database

BLASTYp, szekvencia letoltés,
ortolog kuraciod

https://www.yeastgenome

.org/

Saccharomyces sensu
stricto

BLASTYp, szekvencia letoltés,
ortolog kuraciod

http://sss.genetics.wisc.ed

u/cgi-bin/s3.cqi

4.4.2. Szekvencia adatok

A doktori munka soran hasznalt szekvencidk és adataik a 10. tablazatban

lathatok.

10. tablazat. A munka soran felhasznalt genomszekvenciak listaja.

., . Kromoszoma Genom . .
Fajnév Torzs szém méret (Mb) Hivatkozas
SCh'Z}’:sgfl?ggsmyces yFS275 3 11,7332 | Rhind és mtsi., 2011
S. pombe 972 h- 3 12,5913 Rhind és mtsi., 2011
S. octosporus yFS286 3 11,6345 Rhind és mtsi., 2011
S. cryophilus 0Y26 3 11,5548 Rhind és mtsi., 2011
Pneumocystis murina B123 17 7,50134 Ma és mtsi., 2016
Saitoella complicata NEF;I(;Z Draft* 14,1362 Riley és mtsi., 2016
Taphrina deformans PS\;E:OC Draft* 13,7735 Cissé és mtsi., 2013
Protomyces lactucae- - Mondo és mtsi.,
debilis 12-1054 Draft 12,93 2017
Neolecta irregularis DAH-3 Draft* 14,18 Nguyez%i? mist.,
Neurospora crassa OR74A 7 41,1024 Galagz;rég; mist.,
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http://fungi.ensembl.org/index.html
http://fungi.ensembl.org/index.html
http://genome.jgi.doe.gov/
http://genome.jgi.doe.gov/
https://www.yeastgenome.org/
https://www.yeastgenome.org/
http://sss.genetics.wisc.edu/cgi-bin/s3.cgi
http://sss.genetics.wisc.edu/cgi-bin/s3.cgi

Botrytis cinerea

B05.10

16

42,6301

Amselem és mtsi.,

2011
Aspergillus nidulans | FGSC A4 8 29,8283 Ga'ag";ggg mist.,
Yarrowia lipolytica | CLIB122 6 20,5509 Dujon és mtsi., 2004
Debaryomyces Dujon és mtsi,
yomy CBS76 8 12,1819 2004; Sacerdot és
hansenii .
mtsi., 2008
Meyerozyma, ATCC Draft* 10,61 Butler és mtsi., 2009
guilliermondii 6260
Saccharomyces S288C 16 12,1571 Liti és mtsi. 2009
cerevisiae
Saccharomyces CBS7001 16 11,4775 Scannell és mtsi.,
uvarum 2011
Naumovozyma CBS Gordon és mtsi.,
castelli 4309 10 11,2195 2011
D'Souza és mtsi.,
Cryptococcus gattii R265 14 18,3748 2011; Farrer és mtsi.,
2015
Ustilago maydis 521 23 19,6644 Kémper & misi.,
2006
Rhizopus oryzea 99-880 Draft* 39,0638 Ma és mtsi., 2009

* Draft: a kifejezés arra utal, hogy e fajok esetében csak részleges genom

Osszeszerelés tortént, a szekvenciak csak fragmentalva érhetdk el (adott esetben

sok szaz kontig).

A szekvencidkat minden esetben letoltottiilk ,,fasta” vagy egyszerl

szoveg (.txt) formatumban a megfelelé adatbazisokbdl. Az annotalt kromoszoma

fajlokat a SnapGene Viewer programban kezeltiik.

4.4.3. Genom szekvencia illesztések

Péronkénti és tobbszords teljes genom illesztéseket az online YASS (Noé

& Kucherov, 2005) és az asztali gépen futtatott Mauve (Darling és mitsi., 2010)

programokkal végeztiink.
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A YASS segitségével DNS szekvenciak illeszthetdk paronként.
Eredményként egy interaktiv ,,dot plot” abrazolast kapunk, ahol az egyik
szekvencia az X-tengelyhez, a masik pedig az Y-tengelyhez van hozzarendelve.
Ha az illesztett két szekvencia identikus, akkor a program azt folytonos
kozépvonallal jeloli. Minél inkabb eltér a két szekvencia, annal inkabb eltérnek
a pontok a kdzépvonaltol, mig az illeszthetetlen szakaszok koordinatai iiresen
maradnak, ugynevezett ,,gap”-ek alakulnak ki. Ezzel a moédszerrel gyorsan
felmérhetd a genom szekvencidk globalis hasonldsaga, tovabba lathatova valnak
a kromoszomakat érinté atrendezOdések (transzlokaciok, inverziok) is. Az
elkésziilt ,,dot plot” 4abra letolthetd nagy felbontdsban a hozza tartozd
statisztikaval egyiitt, tovabba a lokalis illesztések elérhetdek fasta és tabularis
formatumban is. Esetlinkben sziikséges volt a letoltott genom szekvencidk
Osszeflizése (konkatenaldsa), amelyeket aztan ,,txt” formatumban mentettiink el.
A szekvenciak online feliiletre torténd feltoltését kovetden, a kovetkezo illesztési
paramétereket allitottuk be: ,,E value”: 1.0E-30 (1x10°); , X-drop”: 50;
,window range”: 100-200000; ,,window incr.”: 2x; ,.hit criterion”: double. A
tobbi paraméter esetében az alapértelmezett beallitasokkal dolgoztunk.

A Mauve teljes genom szekvenciak illesztésére alkalmas program.
Ellentétben a Y ASS-szal, a Mauve algoritmusa képes akar tobb genom egyszerre
torténd illesztésére is, ami lehetdvé teszi a genomszekvencidk kozos régidinak
feltarasat. Emellett képes kisziirni az ismétlédé szekvenciakat is, amelyek
gyakran megnehezitik a pontos illesztéseket. A program lokalisan kolinearis
blokkokat (LCBs — locally collinear blocks) keres, figyelembe véve a genomokat
ért valtozasokat (transzlokaciok, inverziok, duplikaciok, delécidk), majd ezeket
a rovidebb szakaszokat probalja Osszeflizni a felhasznalo altal megadott
paraméterek szerint. Ezaltal a végeredmény kozvetett modon felhasznalhato a
genomokat potencialisan ért valtozasok jellemzésére és szamszeriisitésére,
tovabba a szinténikus kapcsolatok felfedésére is. Munkank soran a

LprogressiveMauve” algoritmust hasznaltuk a ,use seed families” opcio
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bekapcsolasaval, tovabba a ,,minimum LCB weight” értékét 40-re allitottuk be.
A tobbi paraméter esetén az alapértelmezett beallitasokat hasznaltuk. Maximum
négy genomot illesztettiink egyszerre, mivel a program hardverigénye a

genomok szdmanak novekedésével exponencialisan nd.

4.4.4. BLAST analizis és szekvencia 0sszehasonlitasok

Feltételezett ortologok keresésére protein BLAST modszert
alkalmaztunk a 9. tablazatban felsorolt adatbazisokban, azok alapértelmezett
keresési beallitasait alkalmazva. Az értékelésnél figyelembe vettiik a kapott ,,E”
értékeket, a protein szekvenciakban talalhaté domének jelenlétét vagy hianyat,
tovabba a proteineket koédold gének kromoszomalis kornyezetét (szomszédos
gének). A relevans talalatokat reciprok BLAST-tal ellendriztiik. Valamint
ortologok keresésénél felhasznaltuk a Fungal Orthogroups Repository
(megsziint) (Wapinski és mtsi, 2007) és a Saccharomyces Sensu Stricto
Resources (http://sss.genetics.wisc.edu/cgi-bin/s3.cgi) (Scannell és mtsi, 2011)

adatait is.

Paronkénti szekvencia Osszehasonlitasokra (PSA) Needleman-Wunsch
(Needleman and Wunsch, 1970) algoritmust hasznaltunk (9. tablazat).

Tobb szekvencia egyidejii illesztésére progressziv ¢€s iterativ
modszereket alkalmaztunk, igy Clustal Omega (Sievers és mtsi, 2011),
MUSCLE (Edgar, 2004) és MAFFT (Katoh & Standley, 2013) algoritmusokat
egyarant (9. tablazat).

4.4.5. Szinténia analizis

A kiilonboz6 fajok kozotti szinténikus kapcesolatokrol a YASS és Mauve
altal generalt illesztésekbél vontunk le altalanos kovetkeztetéseket.
Vizualizacidhoz a Genome Synteny Viewer GSV (Revanna ¢és mitsi., 2011),
SimpleSynteny (Veltri és mtsi., 2016) és OrthoClusterDB (Ng és mtsi., 2009)
online platformokat hasznaltuk (9. tablazat). EI6bbi kett6t rovidebb szakaszok,

kromoszomarészletek bemutatasara, mig az utobbit teljes genomok
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BLAST analizisekbdl szarmazoé génlistakat hasznaltuk fel.

A GSV futtatasahoz készitettiink egy egyszerli szovegfajlt, amely
tartalmazta a paronkénti ortologokat listaszeriien és azok kromoszomalis
koordinatait.

A SimpleSynteny hasznalatdhoz sziikséges volt feltolteni a vizsgalando
genomi régiok nyers szekvencidit fasta formatumban, tovabba egy referencia
génlistat, amely alapjan beazonositasra keriilnek a feltételezett ortolog
szekvenciak.

Az OrthoClusterDB feliiletére feltoltottiik egy-egy fajlban az Osszes
genom génsorrendre vonatkozd adatait, igymint a gének azonositdjat, a
vonatkozo6 kromoszoma szdmat, a gének lokalizacidjanak koordinatait és végiil
a gének iranyultsagat. Ezt kovetden feltoltottiink egy olyan fajlt is, amely
tartalmazta az Osszes feltételezett ortologot megfelelden parositva. A futtatasi
paraméterek a kovetkezdek voltak: ,,order and strandedness™: -r -s, “synteny
block size lower bound”: 2, “upper bound”: 2000. A t6bbi paraméter esetén az

alapértelmezett beallitasokat hasznaltuk.

4.4.6. Kolinearis blokkok manualis feltardsa a hasado élesztd genomokban

A magas evolucios rataval rendelkezd protein szekvencidkat sok esetben
nehézkes BLAST alapu keresésekkel azonositani, és ez az allitas hatvanyozottan
igaz a génszekvencidk esetében is. Emiatt a BLAST analizisek és a teljes genom
illesztések eltéveszthetik vagy be sem képesek azonositani a szekvencidjukat
tekintve gyorsan valtozd, de génsorrend szempontjabol konzervalt
szegmenseket.

Ennek kikiiszobolése végett, tovabba a hasado éleszté genomok
legkonzervaltabb régidinak feltarasa érdekében olyan kolinearis blokkokat
kerestiink manuélisan, amelyek legalabb 5 gént tartalmaztak ¢és e gének

sorrendje és iranyultsaga mind a 4 hasado éleszté fajban megegyezett. Ezekre a
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blokkokra ezt kovetéen aLCB-ként hivatkozunk (aLCB — ancestral locally
collinear blocks), mivel ezeket a legkdzelebbi k6zos Osiiktl orokolhették a
szoban forgd fajok. Ha mar csak egy fajban is eltérést tapasztaltunk, a

tovabbiakban azt a régiot nem kezeltiikk aLCB-ként.

4.4.7. Kromoszomalis atrendez0dések feltarasa

A generalt teljes genom illesztésekb6l levonhatok —bizonyos
kovetkeztetések a kromoszomakat ért atrendezodések tekintetében, azonban
azokat szdmszerlisiteni szemrevételezés alapjan az esetek nagy tobbségében
lehetetlen. Emiatt sziikségszertiivé valik erre alkalmas algoritmusok hasznalata.

Az atrendezddések tipusainak és szamanak becslésé¢hez a GRIMM v2.01
(Tesler, 2002) online elérhetd algoritmust hasznaltuk. Elsd 1épésként sziikséges
a genomok kozOs kolinedris blokkjainak feltardsa. Ez torténhet a Mauve
segitségével, vagy manudlisan is. Ezutan ezek a blokkok kapnak egy szamot,
amely szamok a referenciaként hasznalt genomban sorba rendezve talalhatoak
(1,2,3,4...). A tobbi genomban a szamok a referencia genom permutacioiként
(pl.: 2,3,-1,4...) jelennek meg. Ezek 6sszevetésével az algoritmus megallapit egy
lehetséges  eseménysorozatot, amelynek segitségével egyik genom
attranszformalhat6 a masikba (MCD — multi kromoszémalis disztancia).

Munkénk soran két vagy tobb genom vonatkozo6 adatait vetettiik ala
GRIMM analizisnek. Két genom Osszevetése esetén az algoritmus generalt egy
optimalis atrendez6dési esemény sorozatot (inverzio, transzlokacio, fuzio és
hasadas), mig tobb genom analizise soran egy MCD disztancia matrixot kaptunk

eredményként, ahol az értékek az atrendezddések szamat jelolték.

4.4.8. Atrendezédések evollicios modellezése

Annak érdekében, hogy megallapithassuk a beazonositott kolinearis
blokkok esetében, hogy pusztdn csak egy ,,0si” génsorrend véletlenszerii
maradvanyai vagy a fenntartasukban szerepet jatszhat a természetes szelekcio is,

kiilonbozd ,,in silico” teszteket végeztiink.
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Elsoként egy neutralis modellt teszteltiink, amikor is meghatarozott
szamu atrendezddést (transzformacidt) hajtottunk végre mindenféle szelekcids
hatas nélkiil. Ennek érdekében létrehoztunk egy 5000 génbdl allo referencia
genomot, amelyben a géneket pozitiv egész szamok jeloltek (1,2,3... 5000).
Ebben a fiktiv genomban hajtottunk végre meghatarozott szamu atrendezéseket
(inverziokat), random poziciokban. Az atrendezddési értékeket a hasado €lesztd
fajparok becsiilt MCD értékei alapjan adtuk meg (S. pombe: 590; S. cryophilus:
592; S. octosporus: 598). Egyszeriien fogalmazva, egy fiktiv S. japonicus
genomot transzformaltunk S. pombe, S. cryophilus és S. octosporus genomokka.
A modellezéshez egy altalunk készitett Python szkriptet hasznaltunk fel
(https://github.com/Laci01/LaciOl/tree/Schizosaccharomyces_synthetic) (9.

tablazat).

Egy még kifinomultabb elemzés érdekében hasznaltuk az Artificial Life
Framework (ALF) modellezd csomagot is (Dalquen és mtsi., 2012). Az ALF egy
altalunk megadott filogenetikai fa mentén ,,evolvéltatja” a genomokat, szamos
elére bedllitott paraméter figyelembe vételével. Az evolucids referencia
egységként a ,,szubszitucid/site” volt megadva. Ebben az esetben is egy 5000
génbdl (proteinbdl) 4llo referencia genomot adtunk meg. Csak transzlokaciokat
¢és inverzidkat engedtiink bekovetkezni, mivel a kromoszoéma fzi6 és hasadas
nem jellemzd a hasad6 élesztokre. Ezek ratai 0,13-ra lettek beallitva és
maximum 300 gént érinhettek. Az inverz transzlokaciok aranya 0,5 volt.

Mindkét modell esetében 100-100 fliggetlen adatsort generaltunk, és az
igy létrehozott fiktiv genomokban ugyanolyan aLCB-ket kerestiink, mint amiket
megfigyelhettiink a valdés genomokban. Az aLCB-k azonositdsahoz egy Parser
nevl Python szkriptet hasznaltunk (9. tablazat).
bemutatasai terjedelmiiket tekintve jelentdsen felboritandk jelen dolgozat
egyseégét, a leirdsok online elérhetdségét adjuk meg: Supplementary File S1

https://www.mdpi.com/article/10.3390/jof7100864/s1.
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4.4.9. Filogenetika

A fajok kozotti filogenetikai kapcsolatok feltarasara, tovabba valogatott
szekvencidk alkalmassadganak tesztelésére filogenetikai fakat készitettiink.
Ezekhez a fajok ITS (internal transcribed spacer) régioit, vagy bizonyos protein
szekvencidk Osszeflizott valtozatait hasznaltuk. Az analizisekhez az online
Phylogeny.fr (Dereeper és mtsi, 2008), MAFFT+NJ (Katoh & Standley, 2013)
¢s PhyML 3.0 (Guindon és mtsi, 2010) oldalakat/algoritmusokat hasznaltuk.

A Phylogeny.fr oldalon az ,,A la Carte” analizis valasztasaval
létrehoztunk egy sajat munkafolyamatot, ahol MUSCLE (Edgar, 2004)
algoritmust hasznaltunk az illesztésekhez, GBLOCKS (Castresana, 2000)
programot a rosszul illeszthetd szakaszok eltavolitdsahoz, BIONJ ¢és PhyML
algoritmusokat a filogenetikahoz, majd az elkésziilt fakat Newick formatumban
letoltottiik és a FigTree v1.4.2 programmal jelenitettiik meg.

A MAFFT online feliletén az illesztésekhez a MAFFT E-INS-i
algoritmusat valasztottuk, a filogenetikai analizishez a honlapon rendelkezésre
alloé Neighbor Joining algoritmust hasznaltuk. Az elkésziilt fat az Archaeopteryx
(Han & Zmasek, 2009) programmal jelenitettik meg, majd Newick
formatumban mentettiik. A fat a FigTree v1.4.2 programmal szerkesztettiik.

A PhyML 3.0 oldalara feltoltottik a MUSCLE vagy MAFFT
algoritmusokkal illesztett szekvencia fajlokat PHYLIP formatumban. A
megfeleld szubsztitlicios modell kivalasztasahoz a SMS (Lefort és mtsi, 2017)
programot hasznaltuk. A tovabbi PhyML paramétereket az online algoritmussal
becstiltettiik.

& Gascuel, 2006) vagy Bootstrap analizist végeztiink 100 ismétléssel.

4.4.10. Génsorrendet meghatarozo tényezok feltarasa

Els6 1épésként felderitettiik a szakirodalom altal emlitett, génsorrend

konzervaltsagat meghatarozo, illetve azt elésegité tényezdket. A paraméterek
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kozott vannak fizikai és genetikai paraméterek egyarant. Amely paraméter mind
a négy hasado éleszto faj esetében vizsgalhato volt, azokat fajonként vizsgaltuk,
mas esetben a S. pombe-re vonatkozo6 adatokat tekintettiik a tobbi faj esetében is
mérvadonak. Igy vizsgaltuk a ko-expresszid, esszencidlis gének lokalis
denzitasa, Rec12 hasitohelyek és funkcionalis csoportosulas tényezoket. Ezek
részletes bemutatasa a kovetkezo alfejezetekben torténik.

Az 6sszes analizishez a Schizosaccharomyces fajok NCBI adatbazisabol
letoltott annotalt kromoszoma fajljait hasznaltuk a kovetkezd akcesszios
szamokkal: CU329670, CU329671 és CU329672 - S. pombe, KE651166,
KE651167 ¢s KE651168 - S. japonicus, KE503206, KE503207 és KE503208 -
S. octosporus, KE546988, KE546989, KE546990, KE546991, KE546992,
KE546993, KE546994, KE546995 ¢és KE546996 - S. cryophilus. A fajlokat a

SnapGene Viewer programba importaltuk és ott dolgoztunk veliik tovabb.
4.4.10.1. Funkcionalis csoportosulas

Annak megallapitasa érdekében, hogy 1étezik-e funkcionalis kapcsolat a
kolinedris blokkokat alkoto gének termékei kozott, megvizsgaltuk a gének ,,GO”
(Gene Ontology) besorolasat. Az adatsort a PomBase adatbazisabol toltottiik le

(http://www.pombase.org/downloads/go-associations) (Lock és mtsi, 2018). Ha

egy gén tobb GO kategéridban is szerepelt, abban az esetben mindegyik

kategdriaban szdmitasba vettiik.
4.4.10.2. Ko-expresszio

A szomszédos gének ko-expresszidjanak vizsgédlatdhoz Koch és mtsi
(2012) S. pombe-re vonatkoz6 adatsorait hasznaltuk, amely 5063 génr6l
szolgaltat informaciot. Az adatok 9 fiiggetlen expresszios vizsgalatbol
szarmaztak. Az analizis soran meghataroztuk a gének egymashoz viszonyitott
ko-expressziés  ratajanak  atlagértékét. Majd ezeket az  értékeket
Osszehasonlitottuk a kolinearis blokkokon beliil, illetve azokon kiviil

elhelyezkedd régiok esetében is.
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4.4.10.3. Esszencidalis gének lokdlis denzitasa

Az esszencialis géneknek tekintettiik azokat a géneket, amelyek delécidja
letalisnak bizonyul az €é161ény szdmara. Els6 1épésként a Pombase adatbazisbol

(https://www.pombase.org/downloads/phenotype-annotations) kigytjtottiik az

Osszes esszencialis gént (4899 génrdl rendelkeztiink adattal, ebbdl 1415 volt
esszencialis), majd vizsgaltuk a lokalis denzitasukat kolinearis blokkokon beliil

¢és azokon kiviil is a kiillonb6z6é GO kategoridk viszonyaban.
4.4.10.4. Recl?2 hasitohelyek

A Recl2 hasitohelyek lokalizacidjanak vizsgalatdhoz Fowler és mitsi
(2014) adatsorait hasznaltuk fel (603 vagd hely). A megadott genomi
koordinatak alapjan megkerestiik a pontos elhelyezkedésiiket és viszonyitottuk

a korabban azonositott kolinearis blokkok helyzetéhez a S. pombe genomjaban.

4.4.11. Evolucios rata és intront tartalmazo gének vizsgalata

A hasado ¢lesztd proteinek evolucios ratdinak vizsgalatdhoz Rhind és
mtsi (2011) adatsorait haszndltuk, amely tartalmazta 4220 1:1:1:1 ortolog
szekvencia evolucios ratajat. Az intront vesztett, illetve nyert gének listajat Zhu
& Niu (2013) munkajabol vettiik, amelyben 2108 intronnal rendelkezd ortolog

gént vizsgaltak.

4.4.12. Normalizacid, randomizacid €s statisztika

Az adatsoraink normalizaldsahoz meghataroztuk a vonatkozo adatok
atlagat, majd a kapott értékkel osztottuk az egyedi adatokat (Fischer és mitsi,
2006).

Randomizacios teszteket Microsoft Excel 2016 program segitségével
végeztiink a kovetkez0 modon: random szamsorozatok felhasznalasaval

véletlenszertsitettiik a gének kromoszomalis sorrendjét és vetettiik Ossze a

52


https://www.pombase.org/downloads/phenotype-annotations

kapott adatokat az eredeti sorrend adataival. A valdszinliségi értéket (p) a

kovetkezo képlet alapjan szamitottuk ki:

_r+1
p_n+1

ahol r jelolte azt az eset szamot, amikor a teszt érték nagyobb vagy megegyez6
volt a valds értéknél, illetve értékkel, n pedig a randomizéacidk szdmat adta meg
(Hurst és mtsi, 2004). Valdodi random szamsorozatokat a Random.org

(https://www.random.org/integers/) weboldal segitségével generaltunk, amely

értékek az atmoszférikus zorejbol szarmaztak.

Statisztikai teszteket és abrakat a Past4 program (Hammer és mtsi., 2001)
segitségével végeztiink, illetve készitettiink. A szignifikancia-szint (p) minden
teszt esetében 0,05 volt. Annak tesztelésére, hogy az adatsoraink normal
closzlasu szamtani populaciobdl szarmaznak-e, Shapiro-Wilk és Anderson-
Darling probakat végeztiink. E tesztek eredményei alapjan hasznaltunk
paraméteres vagy nem paraméteres teszteket a tovabbiakban. Paros adatsorok
egyenld eloszldsanak vizsgalatdira Kolmogorov-Smirnov tesztet végeztiink.
Egymintés t-probat alkalmaztunk abban az esetben, ha egy szamadatrol szerettiik
volna megallapitani, hogy beletarthozhat-e egy szamtani tesztpopuldcioba. Az
adatsorok atlagértékeinek Osszehasonlitasahoz normal eloszlas, illetve nem
nagymértékben eltérd variancia esetén kétmintas t-probat végeztiink, nem
normal eloszlas esetén nem paraméteres Mann-Whitney U, és paros Wilcoxon
teszteket hasznaltunk. Tobb adatsor egylittes Osszehasonlitasahoz normal
eloszlas és nem szignifikansan eltéré variancidk (Levene teszt) esetén egy
szemponti ANOVA tesztet vagy ismételt méréses ANOVA (RM-ANOVA)
tesztet végeztiink, nem normal eloszlas esetén Kruskall-Wallis tesztet
hasznaltunk, amelyet ,,post-hoc” analizisként paronkénti Mann-Whitney U vagy
Dunn teszt kovetett. A ,,post-hoc” tesztek esetében Bonferroni korekciot is

crcr

Spearman teszteket végeztiink.
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5. Eredmények

5.1. A hasado élesztogombak genom evoluciéja I.: a S. cryophilus

szuperkontigok osszerendezése és komparativ analizise

Habar a ma ismert Ot hasadd ¢élesztbgomba fajbol négy
genomszekvencidja ismerté valt (Wood és mtsi., 2002; Rhind és mtsi., 2011), a
S. cryophilus szekvenciainak Osszeszerelése nem tortént meg. Marpedig egy
alapos ¢és kiterjedt evolucidés analizis kivitelezhetetlen megfelelden
Osszeillesztett genomszekvencidk nélkiil. Ezért els6 1€épésként e faj nagy méreti

(Sc1-Sc9) szuperkontigjainak Gsszerendezését kivantuk megvalositani.

5.1.1. A S. cryophilus szuperkontigok Osszerendezése szinténikus kapcsolatok

segitségével

Munkank soran feltételeztiik, hogy az adatbazisba feltoltott
szuperkontigok egyenként megfelelden lettek Osszeillesztve, ezért mi magunk
nem szekvenaltuk Gjra a genomot. Az Osszerendezést a kozeli rokon fajok

kozotti szinténikus kapcesolatok segitségével kiviteleztiik.
5.1.1.1. 4 szuperkontigok rendezése a Mauve programmal

Mivel korabbi munkak ravilagitottak, hogy a géntartalom és génsorrend
meglepden konzervalt a hasadé élesztokben (Helston és mtsi, 2010; Rhind és
mtsi, 2011), ezért ugy gondoltuk, hogy lokalisan kolinearis blokkok (LCB-k)
feltarasaval sikeriilhet a S. cryophilus szuperkontigjainak egymashoz
viszonyitott sorrendjét megallapitani, ezaltal a szekvencidkat kromoszoémakka
rendezni.

Ennek érdekében teljes genom szekvencia illesztéseket végeztiink a
Mauve program segitségével a S. pombe és S. octosporus genomokat hasznalva
referenciaként. Az elsé illesztések soran a S. cryophilus esetében az adatbazisban

elérhetd szuperkontig sorrendet (Sc1-Sc9) hasznaltuk (8. abra).
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8. abra. Teljes genom szekvencia illesztések a Mauve program segitségével.
Az illesztések sordn a S. pombe és S. octosporus referencia genomokhoz
hasonlitottuk a S. cryophilus szuperkontigjait az alapértelmezett sorrendet
hasznalva. Az azonos szinii €s vonallal sszekotott téglalapok lokélisan
kolinearis régiokat (LCB-ket) jelolnek. A kdzépvonal alatti LCB-k forditott
iranyultsagban helyezkednek el a referencia genom vonatkozé szakaszahoz

képest.
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Az illesztések egyértelmiien jelezték, hogy a S. cryophilus génsorrend;jét
tekintve is sokkal jobban hasonlit a S. octosporus-hoz, mint a S. pombe-hez,
mivel az illesztett genomok kevésbé fragmentalt képet mutattak.

Mivel a Mauve program képes automatikusan ujra rendezni a
szuperkontigok sorrendjét a kromoszoma szinténia alapjan a referenciaként
megadott genomok szekvenciaja mentén, ezért tjabb illesztéseket készitettiink.
Sajnos az igy kapott szuperkontig sorrendek teljesen eltértek a két referencia
genom esetében (Sc5,3,2,6,8,9,1,7,4 — S. pombe referencia és Sc4,9,5,8,7,2,6,3,1
— S. octosporus referencia) (Fiiggelék 1. abra). igy arra a megallapitasra
jutottunk, hogy a S. cryophilus fajnal sem hatarozhatdé meg pontosan a

szuperkontigok sorrendje kizarolag a globalis szinténiara tamaszkodva.
5.1.1.2. A pericentromerikus és szubtelomerikus szuperkontigok azonositdsa

Koztudott, hogy kozeli rokon fajok genomjai rendelkeznek bizonyos
kozos karakterisztikaval, ami segitségilinkre lehet a S. cryophilus szuperkontigok
sorrendjének meghatarozasaban. Példaul egy Saccharomycotina altdrzsben
végzett analizis ravilagitott arra, hogy egy faj szubtelomerikus régidoban
lokalizalodo génjei hajlamosak a kozeli rokon fajok esetében is a
szubtelomerikus régioban elhelyezkedni, a kromoszoémakat ért szamos
atrendezOdés ellenére is (Fabre és mtsi, 2005). Ez még hatvanyozottabban igaz
a pericentromerikus génekre, mivel a centromer kornyéki atrendezOdések
kifejezetten elonytelenek, illetve veszélyesek lehetnek az adott €él6lény szdmara
(Sasaki és mtsi, 2010; Fowler és msi, 2014).

Ezen ismeretek birtokaban el6szor a S. cryophilus pericentromerikus
régioit kivantuk azonositani. Mivel Rhind ¢és mtsi (2011) munkdjukban
bemutattak, hogy a S. pombe és S. octosporus pericentromerikus géntartalmukat
¢s génsorrendjiiket tekintve szinte teljesen azonosak, igy valdsziniileg a S.
cryophilus esetében is hasonlo jelenséget tapasztalhatunk. Ezért azonositottuk a

S. pombe és S. octosporus pericentromerikus génjeit (10-13 gént a centromer
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mindkét oldalarol) és azok protein szekvenciainak segitségével BLASTp alapu
keresést hajtottunk végre a S. cryophilus szekvenciaiban (Fiiggelék 1. tablazat).
Eredményeink megerdsitették, hogy a pericentromerikus génsorrend kozel
azonos mind a harom fajban. Mivel ezek a szakaszok a S. cryophilus esetében
bizonyos szuperkontigok szélein helyezkedtek el, ezért feltételeztiik, hogy ezek
a szuperkontigok kdzvetleniil a centromerek mellett lokalizalédhatnak. Ezért az
Sc4-Sc2; Sc3-Sc9; Sc7-Scb parokat pericentromerikus kontigoknak tekintettiik
(9. abra). Elméletiinket erdsiti, hogy ezekben a régidokban jelentds szamu tRNS
szekvenciat is talaltunk, amelyek szintén hajlamosak a centromer kornyékén

lokalizalodni (Kuhn és mtsi, 1991).

. Pericentromerikus régio

- s B R ses - T

9. abra. A S. cryophilus feltételezett pericentromerikus szuperkontigjai. A ,,+”
¢s ,,-” jelolés a szuperkontigok iranyultsagara vonatkozik: a ,,+” jellel kezd6do
szuperkontigok irdnyultsdga megegyezik az adatbazisbdl letdlthetd szekvencia

iranyultsagéaval, mig a ,,-” jellel kezd6d6 forditott iranyultsagu.

A szubtelomerikus kontig végek beazonositaséhoz is hasonlo
forgatokonyvet kovettiink. A S. octosporus szubtelomerikus génjeinek
felderitését kovetden (30 gén minden kromoszémavégrdl), azok protein
szekvencidinak segitségével BLASTp keresést alkalmazva megkerestiik a S.
cryophilus feltételezett ortologjait (Fliggelék 2. tablazat). Mint ahogyan az

varhatd is volt, nagyfokti génsorrend konzervaltsagot nem lehetett minden
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vonatkozo régioban taldlni, mindazonaltal négy szubtelomerikus szuperkontig
véget mégis képesek voltunk azonositani (Fiiggelék 2. tablazat, Filiggelék 2.
abra). A tovabbiakban a S. cryophilus Sc3, Sc4, Sc6 és Sc7 vonatkozd végeit
szubtelomerikus végekként kezeltiik (10. abra).

S. octosporus

® Chrl )

@ . Szubtelomerikus vég

S. cryophilus @ Ccentromer

S. octosporus

o Chrll

S. cryophilus S. cryophilus

S. octosporus

® Chrlll )
@

S. cryophilus

10. abra. A S. cryophilus feltételezett szubtelomerikus régiokat tartalmazo
szuperkontigjai az S. octosporus referenciahoz hasonlitva. A piros négyzetekbe

irt szamok a feltételezett k6zos ortologok szamat jeldlik.
5.1.1.3. A S. cryophilus szuperkontigok sorrendjének meghatarozasa

Az el6z6 alfejezetek eredményeinek megfeleléen ujra rendeztiik a S.
cryophilus szuperkontigjait, figyelembe véve a kontigok orientaciojat is. Mivel
harom  pericentromerikus  véggel rendelkezd szuperkontig egyben
szubtelomerikusnak is bizonyult masik végiiket tekintve, igy ezek képezték a
leendé kromoszomak széleit. Majd melléjiik rendeztik a megfeleld

pericentromerikus  szakasszal rendelkez6  parjukat. A fennmarado
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szuperkontigok pozicionalasa a fajtarsak kromoszoéma méreteinek figyelembe
vételével tortént.
Ezutan ujra illesztettiik a genomokat a Mauve programmal, hogy

tesztelhessiik a S. cryophilus hipotetikus kromoszomait (11. abra).

S. octosporus
1000000 2000000

S. cryophilus

S. pgﬁ%be

000 5000 08000 4008000 7008000 8001 06000

e

cccccccccc

“I »' ! |HHH

Sc4 Sc2 Sc3  Sc9 Sc1 Sc7 Sc5 Sc8 Scb

S. cryophilus

11. abra. A S. cryophilus ,,uj” szuperkontig-sorrendjének illesztése a S.
octosporus és S. pombe referencia genomokhoz. A fekete fiiggdleges vonalak a
feltételezett kromoszéma-hatarokat, mig a piros fliggéleges vonalak a belsd
szuperkontig hatarokat jelolik. A vastagabb piros vonalak a centromer poziciot

hivatottak bemutatni.

Az illesztéseket bemutatd éabrakon jol megfigyelhetd, hogy a S.
cryophilus pericentromerikusnak és szubtelomerikusnak tekintett kontig végein
lokalizalodo LCB-k a tobbi faj esetében is hasonlé modon helyezkednek el. A
jelenség a S. octosporus-szal torténd oOsszehasonlitas esetében hangsulyos

kiilonosen.
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Az 1) illesztések felvetettek tovabbi lehetséges szuperkontig
parositasokat, példaul: Sc9-Scl; Sc5-Sc8; Sc8-Sc6, amelyeken nagy kiterjedési
atfedé LCB-k voltak megfigyelheték (11. abra). Mindezek fényében a kovetkez6
szuperkontig sorrendet javasoljuk: Sc4-Sc2; Sc3-Sc9-Scl; Sc7-Sc5-Sc8-Sc6
(12. ébra A).

5.1.2. A S. cryophilus szuperkontigok dsszeszerelésének validdlasa

Annak érdekében, hogy a bioinformatikai eredményeink alapjan
Osszedllitott hipotetikus szuperkontig sorrendet validalhassuk, kiilonb6zo
laboratériumi vizsgélatokat végeztiink, amelyeket a kdvetkezd alfejezetekben

ismertetiink.
5.1.2.1. Szomszédos szuperkontigok ellendrzése PCR-rel

A nem pericentromerikus és nem szubtelomerikus szuperkontig végek
esetében lehetdségiink volt a kontigok szomszédossdgat PCR reakcidval
ellendrizni. Ezért megvizsgaltuk a Sc9-Scl; Sc5-Sc8; Sc8-Sc6 parok vonatkozo
végeit és a szekvencidkban rovid (400-500 bp hosszsagu) atfedéseket talaltunk.
Bar a Mauve illesztések a fent emlitett szuperkontig sorrendet tAmasztottak ala,
de a vizsgélatok soran felmeriilt a Sc2-Sc6 szomszédossag lehetdsége is. Ezért
ezt az eshetdséget is szadmitasba vettiik a PCR-es ellendrzéseknél. A PCR
reakcidhoz sziikséges primereket (4. tablazat) gy terveztiikk meg, hogy az atfedo
szakaszokon kiviili egyedi szekvenciakra essenek.

A négy PCR reakcid koziil harom (Sc9-Scl; Sc5-Sc8; Sc8-Scb)
bizonyult sikeresnek (12. abra B), ami alatamasztotta a bioinformatikai

eredményeinket.
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A . Szubtelomerikus régio . Pericentromerikus régio == PCR primerek . Centromer

A szuperkontigok egyiittes mérete: 4.80 Mbp

B s B Ew . s o

A szuperkontigok egyiittes mérete: 3.61 Mbp

s B H s - set s @ om

A szuperkontigok egyiittes mérete: 2.99 Mbp

ST O IS o e o

Sc9-Sc1  Sc5-Sc8 M Sc8-Scé Chrl ~5.7 Mbp
—
: Chril ~4.6 Mbp
Chrlll ~3.5 Mbp

12. abra. A S. cryophilus feltételezett szuperkontig sorrendjének validalasa. A)

A hipotetikus kromoszomak bemutatasa a pericentromerikus, szubtelomerikus
¢és PCR validalt szakaszok jelolésével. B) Bizonyos szuperkontigok
Osszetartozasanak validalasa PCR reakci6 segitségével. A validalashoz hasznalt
primerparokat a 4. tablazat tartalmazza. C) A S. cryophilus (OY26)
kariogramja a S. pombe-hez (L972) hasonlitva.

5.1.2.2. A S. cryophilus kariogramja

Tovabbi ellendrzések végett megvizsgaltuk a S. cryophilus kariogramjat
PFGE modszerrel. Standardként a S. pombe 972 h- és a S. cerevisiae S288C
torzseit hasznaltuk.

Megerésitettiik, hogy a S. cryophilus is harom jol -elkiilonithetd
kromoszomaval rendelkezik (Rhind és mtsi, 2011), amelyek méretiiket tekintve
eltérnek a S. pombe kromoszéma méreteitdl (12. abra C). A S. cryophilus
kromoszémait a méreteik szerint csoportositottuk, igy a legnagyobb

kromoszoma a Chrl, a kozépsé a Chrll és a legkisebb a Chrlll. elnevezést kapta.
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A 12. 4dbra C-n lathato kariogrammok alapjan megfigyelheté, hogy a S.
cryophilus Chrl-e nagyobb méretii, mint a S. pombe Chrl-e (~5,7 Mbp), a Chrll
as ChrllI viszont kisebbek, mint a S. pombe vonatkozé kromoszomai (~4,6 Mbp
¢és ~3,5 Mbp).

Rhind és mtsi (2011) becslése alapjan a S. cryophilus genom mérete
koriilbeliil 11,55 Mbp-t tesz ki. Az altalunk 6sszeallitott 9 szuperkontig egyiittes
mérete 11,4 Mbp. A kett6é kiillonbsége abbdl fakad, hogy a szuperkontigok
sorrendjének megallapitasa soran a kis méreti kontigok (Sc10-Sc34, dsszesen
150610 bp) lokalizaciojanak meghatarozadsa nem tortént meg, mivel ujabb
szekvenalasok nélkiil az Kivitelezhetetlen. Koztudott, hogy az egyedi
kromoszémak meéreteinek pontos meghatarozasa igen nehézkes egy PFGE
analizis alapjan, kiilonosen, ha nem rendelkeziink megfelel6 felbontasa méret
standardokkal. Viszont a faj kariogramja a korabbi becslésektdl is nagyobb
kromoszoma méreteket sugall. Ennek hatterében az allhat, hogy jelenleg nem
rendelkeziink informacioval a S. cryophilus kromoszémak centromereinek,
telomereinek hosszusagarél, tovabba a rDNS ismétlédések elhelyezkedésérdl,

illetve azok kiterjedésérdl sem.
5.1.2.3. ArDNS-ek lokalizaciojanak meghatdrozasa

Mivel az rDNS ismétlddések (18S-5,8S-28S) jelenléte egy kromoszoéman
nagymértékben befolyasolhatja annak hosszat, ezért célszerli volt
meghataroznunk a S. cryophilus kromoszomain torténd elhelyezkedésiiket.

A S. pombe esetében két rDNS klaszter azonosithatd, amelyek a Chrlll
végein helyezkednek el és egyiittes méretiik joval meghaladja az 1 Mbp-t (Pasero
& Marilley, 1993; Wood és mtsi., 2002; Brown és mtsi., 2011). A S. octosporus
annotalt kromoszoma féjljaiban (Rhind és mtsi, 2011) a II. és III. kromoszoémak
szélein egyarant talaltunk rDNS szekvenciakat. Mivel a S. cryophilus jobban
hasonlit a S. octosporus-ra, mint a S. pombe-re, feltételeztiik, hogy a S.

cryophilus is két kiilon kromoszéman talalhatdé rDNS klaszterrel rendelkezik.
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Ezért els6 1épésként rDNS szekvencidkat kerestiink az adatbazisbol
let6ltott annotalt S. cryophilus szuperkontig fajlokban. Sajnos csak a Sc7
nem. Hipotézisiink szerint a Sc7 a II. kromoszdma részét képezi.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a S. octosporus rDNS ismétlddései mellett
lokalizalodo géneket, illetve LCB-ket. A S. octosporus II. és IIL
kromoszémainak vonatkozo végei és a S. cryophilus Sc7 és Sc3 szinténikusnak
bizonyultak (10. abra, Fiiggelék 2. tablazat). Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a
S. cryophilus Sc3 is tartalmaz rDNS klasztert, ami az I. kromoszoma részét
képezi (13. abra).

Elméletiink ellendrzése céljabol megprobaltuk PCR  reakciokkal
bizonyitani a rDNS klaszterek jelenlétét. Ehhez a 28S rDNS alegység (D1/D2
domén) specifikus NL1-NL4 primereket (O’Donnell, 1993), illetve az altalunk
tervezett 18S alegység specifikus primereket hasznaltuk kiilonboz6
génspecifikus primerekkel parositva. Ez utdbbiak olyan génekhez lettek
tervezve, amelyek a feltételezéseink szerint az rDNS klaszterekhez kozel
helyezkednek el. Sajnos csak az Sc7 esetében voltak sikeresek a PCR reakciok
(13. 4bra), a Sc3 esetében nem sikeriilt bizonyitanunk az rDNS ismétlédések
jelenlétét.

Ennek egyik oka az lehet, hogy az altalunk kivalasztott gének tulsagosan
tavol helyezkednek el az rDNS klaszterekt6l. A masik lehetdség az, hogy nem
ott vannak az rDNS-ek, ahol feltételeztiik. Viszont a S. cryophilus .
kromoszdmajanak rendkiviil nagy mérete és a S. octosporus-sal valo szinténikus
kapcsolata azt a feltevést erdsiti, hogy a szoban forgd kromoszéman
lokalizalodik a S. cryophilus masodik rDNS klasztere.

Mindezeket figyelembe véve, iigy gondoljuk, hogy az altalunk felallitott
szuperkontig sorrend helyes és sikeriilt a S. cryophilus szekvenciakat kozel

kromoszoma szintli egységekké rendezniink.
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13. abra. Az rDNS klaszterek potencialis lokalizacioja a S. cryophilus
kromoszémain. A) Az rDNS klasztereket szines haromszogek jelolik a hasado
¢lesztok kromoszomain, az azonos szinek szinténikus klasztereket jelolnek. B)
Az rDNS klaszterek jelenlétének PCR-es validalasa a Sc7 esetében. Az abran

lathat6 szamok a PCR-hez alkalmazott primerek szamait jelolik.

5.1.3. A S. cryophilus genom 6sszevetése kozeli és tdvolabbi rokon fajokkal

A kovetkezd alfejezetekben Gsszevetettiik az immaron Osszerendezett S.

cryophilus genom szekvenciait kozeli, illetve tavolabbi rokon fajokkal.

5.1.3.1. Kromoszoma-atrendezédések tipusai és dinamikdja a hasado

élesztokben

A korébbiakban megallapitott kontig sorrend és szinténikus kapcsolatok
(11. abra) lehetové tették, hogy a S. cryophylust is bevonjuk abba a vizsgalatba,
amely felderitheti, hogy milyen tipusii kromoszdéma atrendezédések formaltak a
hasad6 élesztd fajok genomjait. Ezek feltardsdhoz a YASS és Mauve
illesztéseket hasznaltuk fel, illetve a GRIMM v2.01 (Tesler, 2002) algoritmussal

becsiiltiink meg Iehetséges atrendezddési eseménysorokat.
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A S. cryophilus és S. octosporus genomok vonatkozasaban a
leggyakrabban megfigyelhetd valtozas az interkromoszomalis transzlokécio volt
(11. abra és 5.1.3.2 fejezet). Meglep6 modon, hosszabb szakaszokat érint6
inverziok csak ritkdn fordultak el6. Hogy megerdsithessiik, illetve
szamszerisithessiik ezeket a valtozasokat, kigyjtottiik a két genom 20 000 bp-
tol nagyobb méreti LCB-it és GRIMM analizisnek vetettiilk ald Oket: egy
optimalis  atrendezddési  forgatokonyv  szerint 7  interkromoszomalis
transzlokacio és 4 inverzid torténhetett a S. cryophilus és S. octosporus genomok
kozott.

A S. cryophilus és S. pombe Osszevetése soran szintén gyakorinak
bizonyultak az interkromoszomalis transzlokéciok, viszont jelentdsen megndtt a
bekovetkezett inverziok szama is (11. abra és 5.1.3.2 fejezet). Szintén a 20 000
bp-to6l nagyobb LCB-k valtozasainak nyomon kovetésével 9 interkromoszomalis
transzlokaciot és 54 inverziot azonositottunk a GRIMM algoritmus segitségével.
A S. octosporus és S. pombe 6sszehasonlitasa is hasonld tendenciat mutatott,
szam szerint 14 interkromoszomalis transzlokaciot €s 53 inverziot talaltunk.

Egy ma megfigyelhetd atrendez6dés tobb kiillonb6z6 modon is
kialakulhatott, példaul egy forditott iranyultsdgi és megvaltozott helyti LCB
lehet egymast kovetd inverziok vagy egy inverzioval egybekotott
intrakromoszomalis transzlokacio kovetkezménye is. Mivel a GRIMM
algoritmusa a transzlokaciokat és inverziokat két kiilon eseményként kezeli,
ezért a fenti eredményeket fenntartassal kezeltiik, csak iranyadoként hasznaltuk
fel az 6sszehasonlitdsokhoz. Mindazonaltal az elemzések azt sugalltdk, hogy az
Osszes interkromoszomalis transzlokacio levezethetd reciprok

transzlokaciokbol.
5.1.3.2. Kromoszoma-atrendezodések osszevetése mds fajcsoporttal

Rhind és mtsi (2011) tanulmanyukban bemutattak, hogy a géntartalom a

hasado élesztokben sokkal konzervaltabb, mint a Saccharomyces vagy
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Kluyveromyces genuszokban, amelyek viszont sokkal kisebb divergenciat
mutatnak aminosav szinten.

Annak érdekében, hogy a hasado élesztd genomok evolicids valtozasait
Osszehasonlithassuk mas fajcsoportokkal, olyan alanyokat kerestiink, amelyek
divergencia ideje koriilbeliill megegyezik a Schizosaccharomyces-ekkel (14.
abra). Rhind és mtsi adatai alapjan a S. cryophilus és S. octosporus vonalak kb.
32 milli6 évvel ezel6tt valtak el egymastol, ugymint a S. cerevisiae és S. uvarum.
A S. cryophilus és S. pombe vonalak kb. 119 millio évvel ezelétt, a S. cerevisiae
¢és N. castelli pedig kb. 128 millio évvel ezel6tt valtak szét (14. abra). Mivel
egyetlen mddszer sem hibamentes és a kiillonb6z6 megkozelitések jelentsen
befolyasolhatjak a végeredményt (Darling et al, 2010; Ghiurcuta & Moret,
2014), ezért a sarjadzo €leszté genomok vizsgalatahoz is a YASS, Mauve és
GRIMM eszkozoket hasznaltuk és nem masok korabbi eredményeire

hagyatkoztunk.

S.pombe

~119 mya / . S.cryophilus
~32 mya / |:;.m.....,

N.castelli

100

/ Svamm

87

~32 mya /'

0.03

~128 mya

S.cerevisiae

14. abra. A vizsgalt hasado és sarjadzo ¢élesztok filogenezise és divergencia

ideje. Mya: milliard év.
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El6szor teljes genom dot plot analiziseket végeztiink (15. dbra). Meglepd
modon, ugyanazt a tendenciat figyeltiik meg a kivalasztott sarjadzé élesztd
fajoknal, mint a hasadd ¢lesztoknél, miszerint az interkromoszémalis
transzlokaciok a gyakoribbak, az inverziok csak a filogenetikai tavolsag

novekedésével keriilnek talsalyba (15. abra C,D).
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15. abra. Paronkénti teljes genom illesztések a YASS programot hasznalva. A
kék szinli vonalak az azonos iranyultsdgu régidkat, a pirosak az invertalt
iranyultsagu szakaszokat jelolik. A kozépvonaltol eltérd elhelyezkedési

szakaszok interkromoszomalis transzlokaciokat jeldlnek. Nagy felbontasu

képek a kovetkezo linken keresztiil érhetdk el: https://static-
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https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41598-018-32525-9/MediaObjects/41598_2018_32525_MOESM5_ESM.pdf

content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41598-018-32525-
9/MediaObjects/41598 2018 32525 MOESM5 ESM.pdf.

Ezt kovetden illesztettiik a genomokat a Mauve program segitségével is.
Ezek alapjan ugy tint, hogy a sarjadzo ¢élesztok esetében sokkal tobb
kromoszomalis atrendez6dés kovetkezhetett be (Fiiggelék 3. abra).

A pontosabb 0Osszevethetdség kedvéért GRIMM analizisnek is
alavetettiik a genomokat, kétféle megkozelitési modot hasznalva. Egyik esetben
felhasznaltuk a Mauve altal azonositott 0sszes LCB-t, a masik esetben csak a
20 000 bp-tol hosszabb LCB-ket vettiik figyelembe, ahogy korabban is.

A GRIMM iltal becsiilt MCD (multi kromoszoémalis disztancia) az elsd
megkozelitésnél 46 volt a S. cryophilus — S. octosporus vonatkozasaban és 72 a
S. cerevisiae — S. uvarum esetében (11. tablazat). Tehat, ha a genomok egészét
figyelembe vettiik, akkor valdban tobb atrendezOdési esemény érinthette a
sarjadzd élesztéket. Ha a szubtelomerikus régiok valtozasait nem vettiik
figyelembe (mert azok hajlamosak az atrendezddésre) és csak a nagy LCB-ket
kovettiilk nyomon, akkor a MCD értéke 11-re (S. cryophilus — S. octosporus) és
5-re modosult (S. cerevisiae — S. uvarum) (egy inverziot, egy ektopikus és harom
reciprok transzlokaciot azonositottunk a Saccharomyces-ekben, ahogy Fischer
¢s mtsi (2000, 2001) is) (11. tablazat). Ezek alapjan tgy tlnik, hogy tobb,
nagyobb régiokat érintd kromoszémalis atrendezddési esemény zajlott a S.
cryophilus — S. octosporus genomokban, mint a hasonlé divergencia idejii
sarjadzo élesztok esetében.

Az Osszehasonlitas komplikaltabbnak bizonyult a S. cryophilus — S.
pombe és S. cerevisiae — N. castelli esetében, mivel az utdbbi parosnal
nagymértékii fragmentaltsag volt megfigyelhetd (15. abra B, D). Viszont az
elemzések hasonld eredménnyel zarultak e fajparok esetében is, miszerint
jelentésen lecsokkent az atrendez6dések szama, ha csak a 20 000 bp-t6l nagyobb

LCB-ket vettiik figyelembe (11. tablazat).
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Ha az 0Osszes, illetve a 20000 bp-t6l hosszabb régiokat érintd
atrendezOdések aranyait vizsgaltuk, akkor azt talaltuk, hogy sokkal tobb nagy
szakaszokat érint0 valtozas érhette a hasado élesztd genomokat, mint a sarjadzo
¢lesztoket, fliggetleniil attol, hogy kromoszoémanként vagy megabazisonként

vizsgaltuk az eseményeket (11. tablazat).

11. tablazat. A hasad6 és sarjadzo élesztOk Osszehasonlitdsa a genomjaikat ért

atrendezddések becsiilt szama alapjan.

Multi kromoszomalis disztancia (MCD)
Teljes genom Kromoszoma Megabazis
Krom. | Ossz. | Nagy | Ossz. | Nagy | Ossz. | Nagy | Nagy valt./
szam valt. | wvalt. | valt. | valt. | valt. | valt. Ossz. Valt
So -
3-3 46 11 15,33 3,67 3,97 0,95 24,00%
Scry
Sp -
3-3 150 63 50 21 12,5 5,25 42,00%
Scry
Su -
16 - 16 72 5 4,5 0,31 6,1 0,42 7,00%
Scer
Nc -
S 10-16 | 607 102 3794 | 6,38 | 51,88 | 8,72 17,00%
cer

So: S. octosporus

Scry: S. cryophilus

Sp: S. pombe

Su: Saccharomyces uvarum

Scer: Saccharomyces cerevisiae

Nc: Naumovozyma castelli

Krom. szam: kromoszdéma szam

Ossz. valt.: a GRIMM algoritmus segitségével megbecsiilt sszes véltozasok
szdma

Nagy valt.: a 20000 bp-t6l nagyobb szakaszokat érint6 valtozasok szdma
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5.2. A hasad¢ élesztégombak genom evolicidja I1.: a stabil hasadé éleszto

genomok genetikai és evolicios hattere

Ahogyan azt mar kordbban emlitettiik, tobb tanulmany is kozolte,
miszerint a hasad6 éleszt6 genomok géntartalma és génsorrendje meglep6en
konzervalt az aminosav-szekvenciaik divergencidjahoz képest (Helston és mitsi,
2010; Rhind és mtsi, 2011). Ebbdl az a felvetés kovetkezett, hogy vagy a
Schizosaccharomyces-ek genomstrukttraja igen konzervalt vagy a szekvenciaik
evolvaldédnak rendkiviili sebességgel (Rhind és mtsi, 2011). A kovetkezd
fejezetekben arra a kérdésre kerestilk a valaszt, hogy mutat-¢ korrelaciot a

hasado ¢élesztdk strukturalis és szekvencia evolucioja.

5.2.1. Strukturdlis és szekvencia evolicio 0Osszehasonlitdsa a hasado

élesztOgombakban

Elsé lépésként Ossze kivantuk hasonlitani a hasadd ¢lesztd fajok
filogenetikailag legkorabbinak (~220 millié ¢év) szamitd ledgazdsa a S.
japonicus, ezért az 6sszehasonlitasok soran e fajt hasznaltuk referenciaként.

A fajok strukturdlis valtozasainak megbecsiilése érdekében paronkénti,
illetve tobbszords teljes genom illesztéseket készitettlink a Mauve program
segitségével (16. abra A ¢és Fiiggelék 4. abra), amelyek ugyan konzervalt, de sok
atrendezOdést sejtetd képet festettek a vizsgalt genomokrél. A nagy szamu
atrendez6dést megerdsitették a feltart LCB-kel végzett GRIMM analizisek is
(16. abra B), amelyek soran megbecsiiltik az MCD-k szamat. A szekvencia
evolucio vizsgalatahoz a Rhind és mtsi altal megallapitott paronkénti aminosav
azonossag értékeit vettiik figyelembe (16. abra B). Annak érdekében, hogy a
vizsgalt értékek kapcsolatait feltdrhassuk. Pearson-féle linearis korrelacios
analiziseket végeztiink (16. abra C-E). Ennek keretében megallapitottuk a
kovetkezd értékek korrelacidjat: paronkénti LCB (pLCB) — aminosav

divergencia (asdiv=1-aminosav azonossag); paronkénti MCD (pMDC) - asdiv
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¢s multi MCD (mMCD) - asdiv (16. abra C-E). Az adatok alapjan kijelenthetjiik,
hogy e fajcsoport esetében a szekvencia és strukturalis evolucio erds pozitiv
korrelaciot mutat.

Viszont az adatokbol az is kideriilt, hogy a valtozdsok dinamikaja is
hasonl6 a fajok kozott, mivel mind a szekvencia, mind a strukturalis valtozasok
egybevagnak a fajok filogenetikai kapcsolataival (16. abra A). Tehat ha a S.
japonicus-hoz viszonyitjuk a t6bbi faj vonatkozo értékeit, akkor megfigyelhetd,
hogy az asdiv, az LCB-k szama és a MCD értékek is hasonlok, illetve nincsenek
szignifikans eltérések (RM-ANOVA-teszt, P =0,1311) (16. abra F). Tovabba az
egy LCB-re jutd valtozasok szama is nagyon hasonl6 a fajok kozott: S. japonicus
— S. pombe: 0,838; S. japonicus — S. octosporus: 0,846; S. japonicus — S.
cryophilus: 0,835 (16. abra G, H).

5.2.2. Genom konzervaltsag és k6z0s szegmensek

crer

Osszehasonlitdsa azt mutatja, hogy kozel egyforma mértékii divergencia
figyelhetd meg a fajok kozott a S. japonicus szemszogébdl, meg kivantuk
vizsgalni a genomjaik konzervaltsagat nukleotid szinten is. A hasad¢ élesztd
genomok konzervaltsdganak meghatarozasahoz és kozos, kolinearis régidinak
feltarasdhoz a Mauve, illetve YASS paronkénti illesztéseket €s azok adatait

hasznaltuk fel. A kapott adatokat statisztikai értékelésnek is alavetettiik.
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16. abra. A hasado6 élesztok strukturalis és szekvencia evolucidja erds pozitiv
korrelacidt mutat. A) Tobbszords teljes genom illesztés a négy
Schizosaccharomyces faj kozott a S. japonicus-t hasznalva referenciaként. Az
abran lathato szines téglalapok és vonalak k6zds kolinearis szegmenseket

(LCB-ket) jeldlnek a fajok kozott. B) A tablazat a Rhind és mtsi (2011) altal
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megallapitott aminosav azonossagokat ¢és a kiilonb6z6 teljes genom
illesztésekbol szarmazo LCB-k szamat, tovabba a becsiilt MCD értékeket
hivatott bemutatni. C-E) Az emlitett adatok paronkénti korrelacios vizsgalata.
As divergencia: 1-aminosav azonossag; pLCB: paronkénti LCB értékek;
pMCD: paronkénti MCD értékek; mMCD: tobbszoros MCD értékek. Az
abrakon lathaté fekete pottyok a fajparokat jelolik, a piros vonalak a
regresszios egyenest jelolik. Az 6sszes vizsgalt érték pozitiv korrelaciot mutat.
F) Az értékek variancia analizise a S. japonicus-t hasznalva referenciaként. Az
értékek nem bizonyultak szignifikansan eltéronek. G, H) Az atrendezddési
ratak azt sejtetik, hogy a tobbi hasado ¢élesztd kozel egyforma divergenciat

mutat az S. japonicus-hoz képest.
5.2.2.1. Genom konzervaltsag nukleotid szinten

A genom szintli nukleotid konzervaltsdg meghatdrozasdhoz paronkénti
teljes genom dot-plot illesztéseket készitettiink a YASS programmal a kdvetkezo
fajparok esetében: S. japonicus — S. pombe; S. japonicus — S. octosporus; S.
japonicus — S. cryophilus (Fiiggelék 3-8 tablazatok). Két esetet vizsgaltunk:
feltartuk a legkonzervaltabb régiokat (E érték = 0) és vizsgaltuk az illesztéseket
egy kevésbé szigoru beallitas mellett is (E érték < 1x107). Az illesztések adatait
exportaltuk, majd a legszigorubb illesztések (E érték = 0) listajabal kisziirtiik az
1000 nukleotidnal rovidebb illesztéseket, tovabba a nem szinténikus ismétlédo
szekvenciakat (pl. 5S rDNS-ek, tRNS-ek, sok kopias gének), ezaltal is elkeriilve
a genom konzervaltsag tulbecsiilését. Az eredményeket Gsszefoglaltuk a 12.
tablazatban. Az illesztések szamanak €s méretének jelentds csokkenése (a tobbi
fajpar korabbi adataihoz képest) egybevag a S. japonicus filogenetikai
helyzetével és a fajok aminosav-szekvencia divergenciajaval. gy az ismert S.
japonicus genom 39,2%-a, 36,1%-a és 35,6%-a (E < 1x10°%), illetve 6,8%-a,
6,4%-a és 6,6%-a (E = 0) volt illeszthetd a tobbi fajhoz.
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12. tablazat. A YASS teljes genom illesztések szamszerisitett adatai. nt:

nukleotid.
S. japonicus — S. pombe (sziirés: E < 1x1070)
Talalt illesztések szama | Méret (nt) | Atlag (nt) | Min (nt) | Max (nt)
S. japonicus 4922 4385225 891 122 7089
S. pombe 4922 4388365 892 124 7095
S. japonicus — S. octosporus (sziirés: E < 1x10%)
Talalt illesztések szama | Méret (nt) | Atlag (nt) | Min (nt) | Max (nt)
S. japonicus 4549 4041397 888 119 7288
S. octosporus 4549 4043653 889 121 7261

S. japonicus — S. cryophilus (sziirés: E < 1x10%)

Talalt illesztések szama | Méret (nt) | Atlag (nt) | Min (nt) | Max (nt)

S. japonicus 4504 3999159 888 116 7098
S. cryophilus 4504 4000482 888 118 7092
S. japonicus — S. pombe (sziirés: E = 0)

Talalt illesztések szama | Méret (nt) | Atlag (nt) | Min (nt) | Max (nt)
S. japonicus 300 759046 2530 1004 7089
S. pombe 300 760717 2536 1011 7095

S. japonicus — S. octosporus (sziirés: E = 0)

Talalt illesztések szama | Méret (nt) | Atlag (nt) | Min (nt) | Max (nt)
S. japonicus 283 721186 2548 1038 7288
S. octosporus 283 721024 2548 1036 7261

S. japonicus — S. cryophilus (sziirés: E = 0)

Talalt illesztések szama | Méret (nt) | Atlag (nt) | Min (nt) | Max (nt)

S. japonicus

289 739252 2558 1051 7098

S. cryophilus

289 739027 2557 1049 7092
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5.2.2.2. Az illesztések statisztikai értékelése

Mivel mind az illesztések szama, mind a kiterjedésiik mértéke hasonlod
volt a fajok kozott, ezért kivancsiak voltunk, hogy van-e szignifikans eltérés az
illesztések mértékében. Ennek vizsgadlatdhoz az illesztések egyéni méreteit
hasznaltuk fel. Kiindulasi hipotézisiink az volt, hogy ha a fajparok kozotti
illesztések méretiikben és azok szamaban jelentdsen eltérnek, akkor ennek egy
variancia-analizis, illetve paros teszt soran is meg kell mutatkoznia.

Annak érdekében, hogy kivalaszthassuk a célra legalkalmasabb
probakat, megvizsgaltuk a szamsorok eloszlasat, mind az E = 0, mind E < 1x10
%0 valoszintiségii illesztéseket figyelembe véve. Mivel az értékek nem
bizonyultak normal eloszlasunak (Anderson-Darling és Shapiro-Wilk tesztek, P
<0,05), ezért az egytényez6s ANOVA teszt helyett, a nem paraméteres Kruskal-
Wallis tesztet alkalmaztuk az adatsorok Osszehasonlitasara. Az E = 0 értéki
illesztések variancidja nem tért el szignifikansan (Kruskal-Wallis teszt, P =
0,9931) (17. abra A). Tovabbi megerdsitésként Gsszehasonlitottuk az adatok
paronkénti eloszlasait is, és ezek sem bizonyultak szignifikansan eltéronek (17.
abra B). A kevésbé szigoru illesztések is hasonld tendenciat mutattak (Kruskal-
Wallis teszt, P = 0,7430) (Fliggelék 5. abra).

Mivel az eltérések nem bizonyultak szignifikansaknak, arra
kovetkeztethetiink, hogy a négy faj kozotti genom konzervaltsag mértékei sem
térnek el egymastol jelentdsen az S. japonicus perspektivajabol. Ez felveti annak
a lehetdségét, hogy szamos esetben a genomok illeszthetd részeinek ugyanazon
szegmenseit keriilték el az atrendezédések, tehat ugyanazon régiok maradtak

valtozatlanok.
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17. abra. A hasado éleszté genomok kozos konzervalt szegmensei egyforma
eloszlast mutatnak. A) Az abra a paronkénti teljes genom illesztésekbol
szdrmazo egyedi szegmensek hosszdnak eloszlasat hivatott bemutatni. A
hegediiplotok a kernel denzitast szemléltetik, a boxplotok az értéktartomanyok
kozépso két kvartilisét (25% - 75%) mutatjdk be. A vizszintes vonalak a
boxploton beliil a mediant jelolik, a becsipések a medianok a 95%-0s
valosziniliségi intervallumat adjak meg, mig a talpak a minimum €s maximum
értékekre vonatkoznak. N = mintaszam. Az Y-tengely az egyéni illesztések
méreteit (nukleotidban megadva) jeldli. Szignifikans eltérés nem volt
megfigyelhetd az adatsorok varianciajaban. B) A hisztogramok a S. japonicus
genomjanak legkonzervaltabb szegmenseit mutatjak be méret és gyakorisag

szerint, a kiilonboz6 paronkénti illesztések esetében (a sorrend azonos az abra
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A részével). A piros vonalak az adatok alapjan becsiilt exponencialis eloszlast

mutatjak be. Az adatsorok eloszlasa sem bizonyult szignifikansan eltéronek.
5.2.2.3. A kozds szegmensek vizualizacioja

Az elozo felvetést, miszerint szamos ko6zoOs, atrendezodés-mentes
szegmens talalhato a fajok genomjaiban, a paronkénti Mauve (Fiiggelék 4. abra)

¢s YASS illesztések vizualisan is alatamasztjak (18. abra és Filiggelék 6. abra).

s. japonicus - - 47 i I L . : -, | 5. japenicus
S. octosporus . ) S. .;:;.ombe
]
I. -
" - 1 -
/’_ ~. " as
[ / - \ —
( \ / N N
S. japonicus |\ - \ f—_— | | / -\ S. japonicus
/ — . ‘
- \ \ /
. .\ 3 /
-
-
= -
S. octosporus S. pombe

18. abra. Szamos esetben ugyanazok a genomszegmensek maradtak
¢érintetlenek a hasado ¢élesztd genomok esetében. Az abra felso része két
paronkénti teljes genom illesztést mutat be S. japonicus — S. octosporus és S.
japonicus — S. pombe fajparok kozott. A nyilakkal jelolt részek az S. japonicus
faj genomjanak azonos szegmenseire mutatnak. Az abra alsé része egy kiemelt

¢s felnyagyitott szegmenst mutat be.
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5.2.3. Osi kolineéris blokkok azonositdsa

A kordbbi fejezetek eredményei arra utaltak, hogy szamos koz0s,
valtozatlan szegmens maradhatott fenn a hasado éleszték genomjaban. Viszont
a fajok kozotti jelentds mértékii szekvencia divergencia miatt, a DNS alapu
Osszehasonlitds mellett célszeri a genomokat a gének altal kodolt
proteinszekvencidik felhasznalasaval is 0sszevetni.

Ezt megvalositando, BLASTp keresést hajtottunk végre a S. japonicus
genomban a S. pombe szekvenciait hasznalva referenciaként, mivel ez utobbi faj
rendelkezik a legjobban annotalt genom szekvenciaval. A feltételezett kozos
ortologok azonositasat kovetden kiterjesztettiik a vizsgélatot a S. octosporus-ra
¢és S. cryophilus-ra is. A kapott talalatokat tablazatokba rendeztiik, oly modon,
hogy a S. pombe kromoszomalis génsorrendjéhez illesztettiik a tobbi faj
vonatkoz6 taldlatait, azok lokalizacios adataival egyetemben (Fiiggelék 9.
tablazat). Az igy kialakitott adatbazisban olyan lokalisan kolineéris blokkokat
kerestiink, amelyek legaldbb 5 génbdl alltak és a gének egymashoz viszonyitott
sorrendje és iranyultsaga teljesen megegyezett (19. abra A és Fiiggelék 10.
tablazat). E szigoru kritériumoknak megfelelé LCB-krdl feltételezziik, hogy
kozvetleniil a hasado élesztok legkdzelebbi kozos 6sétdl szarmazhatnak, ezért
ezentul aLCB-kként (Osi lokalisan kolinearis blokkokként) hivatkozunk rajuk.
Ha mar csak egy fajban is eltérést tapasztaltunk — inszerciot, deléciot vagy csak
megvaltozott iranyultsagot — akkor azt a tovabbiakban nem tekintettilk aLCB-
nek. A kromoszomak szubtelomerikus régidiban nem voltak jellemzék az alLCB-
k, viszont 266 blokkot talaltunk a kromoszomak egyéb részein 7,73 atlagos gén
tartalommal (19. abra B). Ezek az aLCB-k Gsszesen 2055 gént tartalmaztak,
amely a genomok teljes ismert géntartalmanak 40-42%-anak felel meg, a

kiterjedésiik pedig a teljes genomok 37-38%-anak (19. abra C).
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19. abra. A hasado ¢€lesztok 6si kolinearis blokkjai (aLCB-k), amelyeket
vélhetden a legkzelebbi kozos 6siikt6] 6rokolhettek. A) Az abra egy tipikus
aLCB-t mutat be. A feltételezett ortolég gének mind a négy faj esetében azonos
sorrendben ¢és iranyultsagban helyezkednek el. B) Az aLCB-k kromoszomalis
elhelyezkedése. Jelen esetben a S. pombe génsorrendjéhez hasonlitottuk a tobbi
faj génsorrendjét. A piros, zold és lila téglalapok jelolik az aLCB-ket, a sziirke
szinli szegmensek a genomok egyéb régioi. A fekete ellipszisek a centromer
régiokat jelolik. C) Az aLCB-k hosszanak megoszlasa méret szerint a 4 hasado
¢lesztd faj genomjaban. A S. pombe és S. japonicus értékei szignifikansan

eltérnek egymastol az intergénikus régioik eltérd méretei miatt.

Az aLCB-k hosszainak Osszehasonlitasakor szignifikdns kiilonbséget
figyelhettiink meg a S. pombe és S. japonicus adatai kozott (19. abra C). Ennek
hétterében a fajok eltéré méretli intergénikus régioi (a kodold gének kozotti
régiok) allnak. Fontos azonban megjegyezniink, hogy a fenti értékek jelentdsen
modosultak volna, ha nem 5 génbdl all6 aLCB-ket keresiink, hanem csak 4 vagy
3 génbdl allokat szelektdlunk. Meggy6zOdésiink szerint ezek a ,relikvidk”

nagyban hozzdjarulhatnak, hogy megérthessik a hasado élesztdk

crer

5.2.4. Az 06si kolinearis blokkok fennmaradédsa és a természetes szelekcid

kapcsolata

Meggydzddtiink arrél, hogy a hasadd élesztok nagyfokti genom
konzervaltsdgot mutatnak a viszonylag nagy filogenetikai tavolsag ellenére is,
tovabba, hogy szamos atrendezddés érte a kromoszomaikat. Igy felmeriilt a
kérdés, hogy a ma megfigyelhetd konzervalt génsorrend egyszerlien csak a
legkozelebbi k6zos 0s génsorrendjének maradvanya vagy pedig ezek az alLCB-
k erds szelekcios hatas alatt is allnak? A kovetkezd alfejezetekben erre a kérdésre

kerestiik a valaszt, kiilonboz6 szimulaciokat hasznalva.
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5.2.4.1. A neutralis evolucio szimuldacidja

Amennyiben a hasadd éleszt6k genomjaiban megfigyelheté alL.CB-k
csupan csak az 6si génsorrend maradvanyai €s nem allnak szelekcidés nyomas
alatt, akkor egy neutralis (minden restrikciotol mentes) szimulacio soran hasonlo
eredményeket kell kapnunk, mint ami a valosadgban is tapasztalhato. Ezt az
elméletet tesztelendd, egy tanszékiinkon fejlesztett Python szkript segitségével
lefuttattunk 100 fiiggetlen szimulacidt. E szimulacidok sordn, a korabban
megbecsiilt kromoszoéma-atrendezddések szamait alapul véve transzformaltuk a
kiindulasi genomot tovabbi harom utdodgenomot Iétrehozva. Ezekben az
utddgenomokban olyan aLCB-ket kerestiink, amelyeket a valdés genomokban
figyelhettiink meg (13. tablazat A). A neutralis szimulaciok jelentdsen eltértek a

valds adatoktol minden vizsgalt paramétert esetében (13. tablazat B).
5.2.4.2. Szimulacio az Artificial Life Framework szimuldtorral

Az el6z6 alfejezetben ismertetett szimuldciok sordn semmilyen
szelekcidés tényez6t sem vettiink figyelembe, a valtozdsok minden
utédgenomban egymastol fliggetleniil kovetkezhettek be. A jelenség tovabbi
vizsgalatanak céljabol egy szofisztikdltabb megkozelitést is alkalmaztunk,
amikor is az Artificial Life Framework (ALF) szimulatort alkalmaztuk (Dalquen
és mtsi, 2012). A szimul4cio sordn az altalunk készitett hasado élesztd specifikus
filogenetikai fa mentén evolvaltattuk a genomokat. Az ALF segitségével
lefuttatott 100 filiggetlen szimulacid elemzése sordn a korabbiaktol eltérd
eredményeket figyelhettiink meg (13. tablazat A,B). A 1étrehozott genomokban
hasonld szamu aLCB-ket talaltunk, mint a valdés genomokban. Ez megerdsitett
minket abban, hogy az atrendez6dési ratakat megfeleléen becsiiltik meg.
Viszont a tobbi vizsgalt paramétert tekintve az ALF szimulacio eredményei is
jelentdsen eltértek a valosagban megfigyelhetd adatoktol (13. tablazat A,B). A
szimuldciok eredményei azt sejtetik, hogy az aLCB-k nem csupan az 0&si

génsorrend maradvanyai, hanem szelekcidés nyomas alatt is allhatnak.
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13. tablazat. A valos és szimulacios adatok Osszehasonlitasa az aLCB paraméterekre vonatkozoan. A) A tablazat ismerteti a

két eltéré megkdzelitésii szimulacio soran tapasztalt adatokat a valos adatok fényében. N: a fliggetlen szimulacidk szdma,

Min: a megfigyelt minimum értékeket jeloli, Max: a megfigyelt legmagasabb értékeket jeldli, Atlag: a 100 fiiggetlen

szimuldciora vonatkoz6 atlagos értéket ismerteti az adott paraméterre vonatkozoan. B) A valos és szimulacios adatok

statisztikai 0sszehasonlitasa.

(A) aLCB-k szama Gének szama az al.CB-kben Atlagos gén szam az aLCB-kben
Valés adatok 266 2055 7,73
Min. Max. Atlag Min. Max. Atlag Min. Max. Atlag
Random evolicio (N=100) 5 23 13,12 33 140 77,75 5,09 7.4 5,93
ALF evoliiciéo (N=100) 214 289 254,54 1387 1930 1656,44 6,15 6,9 6,5

(B) aLCB-k szama Gének szama az alLCB-kben Atlagos gén szam az aL.CB-kben

Valés vs random | Valés vs ALF Valés vs random Valés vs ALF | Valés vs random | Valés vs ALF
Randomizaci6s P 0,00990099 0,188118812 0,00990099 0,00990099 0,00990099 0,00990099
Egymintas t-proba P 1,53x1083 0,44274 7,36x10% 0,00016125 1,24%107° 3,33x1014
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5.2.5. Az 3si kolineéris blokkok lehetséges eredete

Ha az aLCB-k fennmaradasdban a természetes szelekcid is szerepet
jatszhatott, akkor elképzelhetd, hogy a megfigyelt génsorrendek egyéb fajokban
is el6fordulhatnak. Mivel szamos mas Taphrinomycotina altdrzsbe tartozé faj
szekvencidja is elérhetové valt az évek soran, lehetdségiink nyilt megvizsgalni

ezt a felvetést.
5.2.5.1. Teljes genom illesztések egyeb Taphrinomycotina fajokkal

Mivel a Schizosaccharomyces genusz a Taphrinomycotina altérzsbe
tartozik, ezért megvizsgaltuk, hogy van-e, illetve milyen szintli a genomok
kozotti kolinearitds mas Taphrinomycotina fajokhoz viszonyitva. Irodalmi
adatokbol tudhatjuk, hogy kiterjedt kolinearis régiok azonositdsira nem
szamithatunk, azonban kisebb kiterjedésé LCB-k 1étezése nem kizarhato.

A hasado6 éleszt6 klad legdivergensebb tagja, a S. japonicus mellett a S.
pombe genomot hasznaltuk referenciaként a paronkénti teljes genom
illesztésekhez. A vizsgalatok sordn a kovetkezd fajok genomjainak
felhasznalasaval készitettikk az illesztéseket: Pneumocystis murina (Pm);
Taphrina deformans (Td); Protomyces lactucae-debilis (Pl); Saitoella
complicata (Sc) és Neolecta irregularis (Ni). Példaként a S. japonicus-P. murina
illesztést mutatjuk be (20. abra). Az illesztésekbdl egyértelmiien latszik, hogy a
genomok szerkezetiiket tekintve is nagyon kiilonboznek, azonban elképzelhetd,
hogy kis kiterjedésti, 2-3 génbdl allo kolinearis blokkok létezhetnek. Az
analizisek sordn a Mauve program segitségével kigyiijtottiik, hogy milyen szdmu
kozos LCB-vel rendelkeznek a fajparok kiilonbozé LCB mérettartomanyokat
hasznalva (21. abra). Azt tapasztalhattuk, hogy vizsgalt fajok egyike sem

rendelkezett relevans szamt kozos LCB-vel.
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S. japonicus

P. murina

20. abra. Egy példa abra, amely a S. japonicus és P. murina genomok
paronkénti illesztését mutatja be a Mauve program segitségével. Az abra azt az

allapotot tiikrozi, amikor csak az 5000 nukleotiddal egyenld vagy annal

hosszabb LCB-k keriilnek jelolésre.

m Sj-Sp m 5j-Pm Sp-Pi m Sp-Sc
- 5j-PI Sji-Sc wm Sp-Ni = Sp-Td
m Sj-Ni m 5j-Td = Sp-Pm
700
RM-ANOVA teszt
BOOp T oo
i P =7 36E-21
500

400

300

200

100

>1000bp >2000bp >3000bp >4000bp >5000bp >6000bp

21. abra. Az abra a Mauve program segitségével illesztett fajparok kiilonb6zo
mérettartomanyt kozos LCB-ire vonatkoz6 gyakorisagi adatokat hivatott
bemutatni. Az Y-tengely az eléfordulasi gyakorisagot jeloli: hany darab LCB
volt megfigyelhetd az adott mérettartomanyban. Az X-tengelyen a kiilonb6z6

LCB mérettartomanyok lathatok bazisparban megadva. A S. japonicus és S.
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pombe fajparok szignifikansan eltéré szamu kozos LCB-vel rendelkeznek a

tobbi fajparhoz képest.

5.2.5.2. Gén szintii kolinearitas vizsgalat kiilonboézo gombafajokban random

blokkok k segitségével

Annak érdekében, hogy gén szinten is vizsgalhassuk a kiilonbdzo
genomok kolinearitasat, néhany aLCB génsorrendjét dsszevetettiik mas fajok
génsorrendjével. Egy generalt random szamsorozat segitségével kivalasztottunk
11 aLCB-t. E blokkok 0Osszesen 90 gént tartalmaztak, amelyek véaltozatos
funkcioval rendelkeztek (Fiiggelék 11. tablazat).

Majd kivalasztottunk tovabbi 9 gombafajt a hasadé élesztékon €s egyéb
Taphrinomycotina fajokon kiviil, amelyek a kovetkezok voltak: Yarrowia
lipolytica; Debaryomyces hansenii; Meyerozyma guilliermondii; Aspergillus
nidulans; Botrytis cinerea; Neurospora crassa; Cryptococcus gattii; Ustilago
maydis; Rhizopus oryzea. A Saccharomycotina altdrzsbél szandékosan
valasztottunk protoploid fajokat, mivel a WGD eseményt atélt fajoknal
fokozottabb a szinténia elvesztése (Fischer és mtsi., 2006).

A'S. japonicus és S. pombe protein szekvenciainak segitségével BLASTp
keresést hajtottunk végre a vonatkozé fajok adatbdzisaiban, hogy felderitsiik a
protein szekvenciak feltételezett ortologjait. A kapott eredményeket reciprok
BLASTp kereséssel is ellendriztiikk. Mint ahogyan azt vartuk is, valtozatos szamu
kozos feltételezett ortologot sikeriilt azonositanunk a fajok kozott, a szamuk 61
¢s 80 kozott mozgott. Ezutdn megvizsgaltuk a szekvencidk lokalizacigjat a
kiilonb6zé genomokban és megszamoltuk azokat a géneket, amelyek egymas
kozelében lokalizalodtak, tovabba kozvetlen szomszédok voltak. A kapott
eredményeket az 22. abran lathatd filogenetikai fa mutatja be, amely a fajok
kozott azonositott 26 kozos ortolog aminosav-szekvencidjanak Osszeflizésével

késziilt (Fliggelék 12. tablazat).
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66/4/0

100/1.0 Cryptococcus gatti
64/0/0 Ustilago maydis
771507 Botrytis cinerea
99/1.0]
100/1.0 | 66/9/9 Neurospora crassa
100/1.0 | 8072719 pspergillus nidulans
94/.0998
ml _67/0/0 Debaryomyces hansenii
100/1.0
100/1.0 |__63/0/0 Meyerozyma guilliermondii
0010 £8/0/0 Yarrowia lipolytica
100/1.
m Schizosaccharomyces pombe
100/1.0
64/11.0 T, m Schizosaccharomyces japonicus
75/42/11 Pneumocystis murina
72/0.606
61/10/4 Taphrina deformans
93/0.998— 69/29/2 Saitoella complicata
65/2/2

Rhizopus oryzae

0.09

22. abra. 26 k6z0s vélhetéen ortolég aminosav-szekvencia 0sszefiizésébol
képzett filogenetikai fa. A narancs szini szdmok a kovetkezd adatokat mutatjak
be: az elsd szdm a hasado élesztokkel kozos ortolog gének szamat mutatja be.
A masodik szam az egymas kozelében 1€v6 gének szamat mutatja be, a
harmadik pedig a kdzvetlen szomszédok szamat jeloli. A fekete szdmok a
csomopontoknadl az elagazasok statisztikai megbizhatdsagat jelolik:
,Neighbour joining bootstrap” (100 ismétlés) és ,,aLRT (approximate

likelihood ratio teszt)”.

Az els6 megfigyelheté trend az, hogy a fajok kozott talalt kozos
feltételezett ortologok szama nem tiikrozi teljes mértékben a filogenetikai
kapcsolatokat (Spearman rs = -0,66079, P = 0,060534) (23. abra). Hiszen
elvarhato lett volna, hogy minél nagyobb a filogenetikai tavolsag két faj kozott,

annal kevesebb kzos ortolog legyen azonosithato. Viszont az egymas kozelében

86



lokalizalodd gének szama ¢és kozvetlen szomszédos gének szama jobban
egybevag a filogenetikai kapcsolatokkal (Spearman rs = -0,89217 és -0,84583,
P = 0,000108 és 0,000827) (23. 4bra). Erdekes médon a szomszédos gének
szama a P. murina faj és a fonalas fajok esetében a legmagasabb, a sarjadzo

¢leszték esetében pedig egy szomszédos génpart sem sikeriilt azonositanunk (22.
abra).

Sj disztancia
Ortolégok

Kdzeli gének
Szomszédok

Sj disztancia

Ortologok

1
I0.333

-0.333
Koézeli gének

Szomszédok

23. abra. A vizsgalt paraméterek paronkénti Spearman korrelacioi. A kék szin
pozitiv, a piros negativ iranyu korrelaciot jelol. A kdrok mérete ardnyos a
korrelacidé mértékével, az athuzott korok nem szignifikans értékeket jelolnek.
Az Sj disztancia a S. japonicus-tol szamitott filogenetikai tavolsagot jeloli. A

tobbi esetben a 22. dbran lathatd adatok keriiltek kozvetlen felhasznalasra.

Habar a teljes genomok géntartalméanak csupan kis hanyadaval végeztiik
az Osszehasonlitast, mégis fontos megemliteniink, hogy mind a k6zo6s ortologok
szdmaban, mind azok lokalizaci6jaban a hasadé é€lesztok a fonalas gombakhoz
(Pezizomycotina) hasonlitottak a P. murina mellett leginkabb (24. &bra). Igy

nem zéarhatjuk ki annak a lehetdségét, hogy a megfigyelt hasonldsdg az 6si
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fonalas fajok hagyatéka. Ugyanakkor meggy6zddhettiink arrdl is, hogy az

aL.CB-k génsorrendje leginkabb a hasadé ¢élesztokre jellemzo tulajdonsag.

2D nMDS minimalis feszitéfaval
Euklidészi tavolsag, Stressz = 0.02018

0.045

0.030 Y livolvi
N ipolytica
T 0015 D. hansenii
E U. maydis
°
8 0.000 . guilliermondii
¥

-0.015

0030 . nidulans

0.045

B. cinerea

06 05 04 03 02 0.1 0.0 0:1 0:2 0:3
Koordinata 1

24. abra. 2 dimenzi6s skalazas minimalis feszitdfaval a fajok filogenetikai
disztancidjabol, a kozos ortologok szamabol, a kozeli és szomszédos gének
adataibol kalkulalva. Az adatok alapjan a hasado €lesztok jobban hasonlitanak

a fonalas fajok bizonyos koréhez, mint példaul a sarjadzo éleszt6khoz.

5.2.6. Az 8si kolinedris blokkok és az azokon kiviili régiok dsszehasonlitdsa

Koztudott, hogy a szekvencia- és strukturalis evoliciot egymastol
fiiggetlen molekularis 6rdk hatarozzdk meg, igy ha egy régi6 génsorrendjét
tekintve valtozatlan maradt, az nem feltétleniil jelenti azt, hogy az alkotod gének
szekvenciaja sem valtozott jelentdsen az idok soran (Dujon, 2010). Viszont az
atrendezddések altalaban mutagénnek bizonyulnak, mivel a DNS torése, majd a
toréseket javitd molekuldris mechanizmusok akdr deléciokhoz, ezaltal
informaciovesztéshez vezethetnek (Rodgers & McVey, 2016). Ha a DNS a

toréspontok mentén megvaltozik - még ha a valtozas maga nem is érinti egy gén

crer
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a génexpresszid megvaltozasahoz vezetnek. Ez pedig tovabbi szekvenciabeli
mutaciokhoz vezethet. Tehat elképzelhetd, hogy az aLCB-ken beliili gének
szekvencidja alacsonyabb evollcids ratat mutat, mint azok a gének, amelyek
ezeken a blokkokon kiviil helyezkednek el.

A kovetkezd alfejezetekben Osszevetettik az aLCB-ket és a nem
kolinearis blokkokat (NCB-ket) alkoté gének protein-szekvencianak evolucios

ratajat és a gének intron vesztését, nyerését.
5.2.6.1. A4 protein szekvenciak evolucios ratajanak ésszehasonlitasa

Habér a proteinszekvenciak valtozasai nem tiikrozik sziikségszertien a
DNS-ben bekovetkezett valtozasok Osszességét (szinonim  mutaciok,
homoplézia), mégis kaphatunk egy altalanos képet a valtozasokrol, kiilonosen
azok dinamikajarol. Kigyljtottik az alLCB-kben és NCB-kben lokalizalodo
gének altal kodolt protein szekvencidk evolucidos ratait, amelyeket
Osszehasonlitottunk kromoszomanként és a teljes genomra nézve is. Az
analizishez Rhind és mtsi (2011) altal megallapitott 4220 1:1:1:1 feltételezett
ortolog szekvencia evolucids ratait hasznaltuk fel. Az eredményeket a 14.

tablazat mutatja be.

14. tablazat. Az aLCB-kben és NCB-kben lokalizalodd gének altal kodolt

proteinszekvenciak evollcids ratai.

aLCB-k NCB-k
Gének Evolucids Gének Evolucios
szama rata szdma rata
Chrl 878 0,4923 Chrl 1047 0,5077
Chrll 799 0,4973 Chrll 766 0,4964
Chrlll 314 0,5237 Chrlll 416 0,4924
Teljes genom 1991 0,4993 Teljes genom 2229 0,5009
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A téblazat adataibdl kideriil, hogy bar nem rendelkeziink adattal az Osszes
szekvenciarol, de megfigyelhetd, hogy nincs jelentds kiilonbség a kiilonb6zo
evolucios rataval rendelkez6 szekvenciak eloszlasaban (Mann-Whitney U teszt,
P = 0,85212). Tehat hozzavetdlegesen ugyanolyan aranyban vannak jelen a
gyorsan, illetve lassan evolvalédo gének az aLCB-kben és NCB-kben. A jobb
feloldas kedvéért, megvizsgaltuk a kiilonb6z6 evolucios rataju szekvenciak
kromoszomankénti megoszlasat is (25. abra). Habar az &bran lathatdo némi
kiilonbség a kromoszémankénti megoszlasok és median értékek kozott, azonban
ezek az eltérések sem bizonyultak szignifikdnsnak (Kruskall-Wallis teszt, P =
0,5562).
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25. abra. A hasado élesztok proteinszekvencidinak evolucios ratai
kromoszomanként az alLCB-kben és NCB-kben. A kiilonbségek nem
szignifikansak (Kruskall-Wallis teszt, P = 0,5562).

Az eredmények bemutattdk, hogy az alLCB-kben lokalizal6do gének
proteinszekvencidi nem bizonyultak konzervaltabbaknak, mint a genom tobbi

részében elhelyezkedok.
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5.2.6.2. A gének intron vesztése, intron nyerése

Mindezek utan kivancsiak voltunk, hogy megfigyelhetd-e strukturalis
kiilonbség az aLCB-kben és NCB-kben talalhat6 gének kozott. Ennek érdekében
megvizsgaltuk az intron nyert, illetve vesztett ortologok megoszlasat a blokkok
kozott.

A Pombase adatbazisa szerint 2512 intronnal rendelkezé gén létezik a S.
pombe genomjaban. Zhu és Niu 2013-as tanulmanyukban 2963 1:1:1:1 ortolog
szekvenciat vizsgalt meg, amelyek koziil 2018 intronnal rendelkezé gént
azonositottak. 1775 konzervalt és 808 egyedi intron pozicidt figyeltek meg.

Ezeket az adatokat felhaszndlva megvizsgaltuk a kiillonbozd gének
megoszlasat az aLCB-kben, illetve NCB-kben. A kapott eredményeket a 15.

tablazat mutatja be.

15. tablazat. Az intront nyert €és vesztett gének megoszlasa az aLCB-kben ¢és
NCB-kben. A zarojelben lathatd szézalékok mutatjak a valtozast elszenvedett

gének aranyat a blokkokban talalhato 6sszes gének szamahoz viszonyitva.

aLCB-k NCB-k
Intront nyert gének szama 31 (1,51%) 7 (0,23%)
Intront vesztett gének szama 232 (11,29%) 167 (5,35%)

Mivel Zhu és Niu csak olyan géneket szelektalt, amelyek szinténikus
blokkokban lokalizalodtak, ezért a legtobb gén az alLCB-kben csoportosult, csak
a gének kisebb hanyada képezte az NCB-k részeit. Tehat a 15. tablazat adatai
ennek kovetkeztében sugallhatjadk azt, hogy tobb valtozas érte az aLCB-k
génjeit, mint az NCB-k génjeit. Arrdl viszont mindenképpen
meggy6zOdhettiink, hogy a gének szerkezet valtozasai sem bizonyultak
ritkdbbnak az aLCB-kben, mint az NCB-kben.

Ezek alapjan Ggy gondoljuk, hogy bar az aLCB-k génsorrendje rendkiviil
konzervalt, a szekvencidik ugyanolyan mértékben valtozékonyak, mint a

genomok egyéb részeiben csoportosulok.

91



5.2.7. Funkciondlis csoportosulas lehetdsége az §si kolinearis blokkokban

Ezt kovetden kivancsiak voltunk, hogy milyen bioldgiai funkcioval
rendelkezé gének alkotjak az aLCB-ket, illetve megfigyelhet6-e valamilyen
rendez0 elv a gének csoportosulasaban. Ehhez a Pombase adatbazisabdl letoltott
biologiai folyamatokra vonatkozo 53 6 ,,GO” kategodria adatsorait vettiik alapul,
amelyek 728 gén kivételével az Gsszes S. pombe gén besorolasat tartalmaztak.
Ezt kovetden gorcsd ala vettilk a szomszédos gének ko-expresszios értékeit is,
majd megvizsgaltuk, hogy a kiilonboz6 funkcidval rendelkezé gének milyen
gyakran lokalizal6dtak Rec12 hasitohelyek mellett, tovabba milyen aranyu volt
az esszencialis gének denzitdsa a kategdéridkban. Mivel a tobbi hasado élesztd
fajrol nem rendelkeziink hasonld informaciokkal, ezért a S. pombe-re vonatkozo

adatokat tekintettiik mérvadonak.
5.2.7.1. GO kategoriak az osi kolinearis blokkokban

Korabban emlitettiik, hogy az aLCB-kben csoportosuld gének szdma
2055, ami a teljes géntartalom 39,97%-anak felel meg, viszont ha a GO
annotacioval nem rendelkezé géneket nem vessziik figyelembe, akkor ez az
érték 42,07%-ra emelkedik. Abbol a feltevésbol indultunk ki, hogy ha a
kiilonb6z6 kategoriak génjei random modon oszlanak szét a genomban, akkor
az egyes GO kategoridkba tartozd gének szdmanak sem szabad meghaladnia ezt
a bizonyos 42,07%-ot az aLCB-kben. Ezért megvizsgaltuk, hogy az 53 6
kategoriaban vannak-e olyanok, amelyek génjei nagyobb szamban
lokalizalodnak az alLCB-kben, mint azokon kiviil. Eredményeinket a 26. dbra és
a Fliggelék 13. tablazata foglalja 6ssze. 31 GO kategoriat talaltunk, amelyek
génjei nagyobb szamban voltak jelen az aLCB-kben. Ez lehet a véletlen miive,
vagy pedig valamilyen rendez6 elv hatasa. Annak érdekében, hogy a véletlent
kizarjuk, 50 fiiggetlen randomizécios tesztet végeztiink a 31 GO kategoria

elemeivel, majd az adatokat egymintas t-probanak is alavetettiik (16. tablazat és
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Figgelék 14. tablazat). A teszteket kovetden 13 kategdria szamitott
szignifikansnak, tehat az 6 esetiikben zarhattuk ki a véletlen hatasat.
Fiiggetleniil attol, hogy bizonyos GO kategoridk jelentds csoportosulast
mutatnak az aLCB-kben, a kategoridkba tartoz6 gének diszperz elhelyezkedést
mutatnak az aLCB-ken beliil is. Az egy bioldgiai funkcidhoz tartozé gének nem
egymas mellett vagy egymas kozelében helyezkednek el, hanem elszortan a
kromoszomakon. Ebbdl kovetkezik, hogy a csoportosulasok nem fakadhatnak a
gének fizikai kozelségébdl, hanem mas tényezOok jatszhatnak szerepet a

csoportosuldsok kialakitasaban.
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26. abra. A biologiai funkcidk 53 f6 GO kategoriajaba tartozo gének megoszlasa az aLCB-kben és NCB-kben. Az abra bal
oldalan lathatok azok a GO kategériak, amelyek génjeinek gyakorisaga meghaladja a 42,07%-o0t az aLCB-kben. Az abra
szdzalékos megoszlast mutat a jobb atlathatosag kedvéért. A GO kategoridk nevei a jobb beazonosithatdsag kedvéért nem

lettek magyarra forditva.

94



16. tablazat. A vizsgalt GO kategoriak, amelyek szignifikans mértékben csoportosultak az alLCB-kben. 14 GO kategoria

bizonyult szignifikansnak a randomizacidkat kovetden, de a ,,meiotic nuclear division” GO kategoria kiesett ebbdl a korbol az

egymintas t-probdk eredménye alapjan.

GO Kkategérigk Osszes gén a Gének szama az | Gének szama az | Randomizaci Egymintas t-
80 kategériaban aL.CB-kben NCB-kben 6 P-érték préba P-érték
chromatin organization (G0O:0006325) 275 128 147 0,019608 0,043888
meiotic nuclear division (GO:0140013) 142 67 75 0,039216 0,07286
mitochondrial gene expression (GO:0140053) 150 79 71 0,019608 0,010351
mitotic sister chromatid segregation
(G0:0000070) 182 91 91 0,019608 0,005432
mRNA metabolic process (G0:0016071) 281 140 141 0,019608 0,001176
nucleocytoplasmic transport (GO:0006913) 109 64 45 0,019608 0,000021
protein catabolic process (GO:0030163) 233 114 119 0,019608 0,009971
protein modification by small protein
conjugation or removal (GO:0070647) 185 89 % 0,019608 0,033979
protein-containing complex assembly
(GO:0065003) 262 122 140 0,019608 0,030717
regulation of mitotic cell cycle phase transition
(GO:0044772) 170 80 90 0,019608 0,040627
ribosome biogenesis (G0O:0042254) 323 156 167 0,019608 0,004532
transcription, DNA-templated (GO:0006351) 459 205 254 0,039216 0,044262
tRNA metabolic process (GO:0006399) 166 93 73 0,019608 0,000877
vesicle-mediated transport (G0O:0016192) 319 152 167 0,019608 0,000801
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5.2.7.2. A szomszédos gének ko-expresszios ratajanak vizsgalata

Koztudott, hogy a szomszédos gének ko-expresszdja bar ritka, de annal
erdsebben hat6 tényezd lehet a génsorrend megoérzésében (Poyatos & Hurst,
2006, 2007). Ezért megvizsgaltuk az aLCB-ken beliil ¢és azokon kiviil
lokalizalodo gének egymashoz viszonyitott atlagos ko-expresszids ratajat,
amelyeket Osszehasonlitottunk a teljes genomra vonatkozd ko-expresszio
mértékével is (17. tablazat).

Az aLCB-kben és NCB-kben lokalizal6do szomszédos gének atlagos ko-
expresszios értékei kozott nincs szignifikans kiilonbség (Mann-Whitney U teszt,
P =0,86051), de ratajuk magasabb, mint a teljes genomra vetitett atlag (Kruskal-
Wallis teszt, P = 3,878x103%) Tehat az aLCB-k génjei nem expresszalddnak
nagyobb mértékben egyiitt, mint a genom egyéb részein talalhatd gének.

17. tablazat. A ko-expresszio atlagos értéke a genom kiilonboz6 régidiban.

Blokkok szama | Gének szama | Ko-ex. esetek szama | Ko-ex. atlag
Teljes genom - 5063 12814452 0,0287
aLCB 266 2055 7895 0,0408
NCB 232 1922 8175 0,039%4

«rer

mellett

Pal és Hurst 2003-as tanulmanyukban bebizonyitottak, hogy a S.
cerevisiae esetében a génsorrend és rekombinacios rata ko-evoluciot mutat, és
ehhez kapcsoloddéan bemutattdk, hogy az esszencialis gének alacsony
rekombinacids rataval rendelkezd régiokban lokalizalédnak a genomban. Ezért
mi is megvizsgaltuk, hogy esetiinkben allhatnak-e hasonlé okok a megfigyelt

csoportosuldsok hatterében.
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A hasadd élesztdé Recl2 egy topoizomeraz-szerii protein (Spoll a S.
cerevisiae-ben), amely programozott moédon dupla-szalua DNS toréseket (DSB-
ket) hoz létre, a meiotikus rekombinaciot eldsegitend6é (Fowler és mtsi, 2014).
Ezért megvizsgaltuk, hogy a kiilonbozé GO kategoriak génjei mellett milyen
aranyban fordulnak el6 kisérletesen igazolt Rec12 hasitohelyek (27. abra és
Fiiggelék 15. tablazat).
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27. abra. Rec12 hasitohelyek megoszlasa a kiilonb6z6é GO kategoriakba
tartoz6 gének mentén. A) A hasitohelyek megoszlasa a szignifikansan aLCB-
kben csoportosuld 13 és NCB-kben csoportosuld 40 GO kategoria génjei
mentén. Az eldbbi csoportban jelentdsen alacsonyabb a Rec12 hasitohelyek
szama. B) Ha csak az aLCB-ken beliil lokalizalodo gének esetében vizsgaltuk a

hasitohelyek szamat, akkor a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak.

Megfigyeltiik, hogy a kategoriakban 8% ¢és 44% kozotti volt azon gének
aranya, amelyek mellett hasitohelyek voltak. Talaltunk szamos csoportot, ahol
alacsony volt a Rec12 hasitohelyek szama, viszont a 13 aLCB-kben csoportosulo
GO kategoria atlaga (15%) joval alacsonyabb volt, mint a tobbi kategoria atlaga
(23%) (27. abra A). Viszont ha a hasitohelyek gyakorisagat csak az alLCB-ken
beliil lokalizalodo gének esetében vizsgalatuk, a kiilonbség nem bizonyult

szignifikansnak (27. abra B).
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5.2.7.4. Esszencialis gének denzitasa a kiilonbozé GO kategoriaba tartozo gének

kozott

Ezutan megvizsgaltuk az esszencidlis gének megoszlasat a GO

kategoriakon beliil (28. abra és Filiggelék 16. tablazat).
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28. abra. Az esszencidlis gének lokalis denzitasa a kiillonb6zé GO
kategoriakban. A) Esszencialis gének denzitasa a teljes genomra vonatkoztatva
¢s B) csak az aLCB-kre vonatkoztatva. Mind a két esetben szamottevien tobb

esszencialis gén lokalizalodik a szignifikdns GO kategoridkon beliil.

Szamos csoportot taldltunk, amelyek nagy szdmu esszencialis génnel
rendelkeztek. A 13 aLCB-ben csoportosuld6 GO kategériaban megfigyelhetd
esszencialis gének atlagos aranya jéval magasabb volt (42%), mint az egyéb GO
kategoridkban (26%) (28. dbra A) és a kiilonbség megmaradt abban az esetben
IS, ha csak az aLCB-kben lokalizalodo géneket vizsgaltuk (44% ¢és 28%) (28.
abra B).

5.2.7.5 Rec1?2 hasitohelyek és esszencialis genek kapcsolata

Annak érdekében, hogy megallapithassuk 1étezik-e valamiféle kapcsolat
a Rec12 hasitohelyek és esszencialis gének lokalizacioja kozott, megvizsgaltuk,

hogy milyen gyakran fordulnak el6 egymas mellett. Kideriilt, hogy az
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esszencialis gének kis hanyada mellett talalhato csak Rec12 hasitohely (14%),
illetve a hasitohelyek mellett lokalizal6do gének 17%-a esszencialis csak. Ebbol
talan arra kovetkeztethetiink, hogy a Rec12 endonukleaz hajlamos elkeriilni az

esszencialis géneket az S. pombe esetében is.
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Esszencialis gének - Teljes genom Esszencialis gének - aLCB-k
29. abra. A Recl2 hasitohelyek eléfordulasi gyakorisaga (Y-tengely) és az
esszencialis gének lokalis denzitasanak (X-tengely) korrelacidja a GO
kategoridkban. (A) Korrelacio a teljes genomra vetitve €s (B) korrelacio csak
az aLCB-kben lokalizal6dé génekre vonatkozdan. A fekete pottyok a
kiilonb6zd GO kategoridkat reprezentaljak, a piros vonal a regresszios egyenes.
Mindkét esetben egy kozepes erdsségli, de szignifikans negativ korrelacio

figyelhetd meg.

crer

vizsgalata IS, ami szerint egy nem tul erds, de szignifikans negativ korrelacio all
fenn az esszencialis gének kategdridnkénti szama és a Recl2 hasitéhelyek
eléfordulasi gyakorisaga kozott (29. abra). Ez a megfigyelés fiiggetlen attol,
hogy a teljes genomot (29. abra A), vagy csak az alLCB-kben lokalizalodo
génekre vonatkozoan vizsgaljuk a jelenséget (29. abra B). A fenti adatok arra
engednek kovetkeztetni, hogy bizonyos GO kategoriak génjeinek szignifikansan
gyakoribb eléfordulasa az aLCB-kben, az adott kategoriaba tartozo esszencialis

gének szamanak ¢€s lokalizaciojanak is lehet a kdvetkezménye.
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6. Eredmények megbeszélése

6.1. A S. cryophilus szuperkontigok dsszerendezése és evolticios analizise

Bar napjainkra rutinszeriivé valt a szekvenalds ¢és szinte tOmegesen
keriilnek publikalasra az (1j genomszekvencidk, egy genom preciz dsszeszerelése
¢s annotalasa tovabbra is komoly kihivast jelent (Bradnam és mtsi., 2013; Liao
¢s mtsi., 2019). Emiatt szamos esetben a genomszekvencidk nem is keriilnek
Osszeszerelésre, sok az ugynevezett ,,draft” genom allapotban marad. Pedig az
atfogd evolucids vonatkozast komparativ genomikai elemzésekhez okvetleniil
sziikségesek lennének a precizen 0sszeszerelt genomszekvenciak.

Mivel a hasadod élesztok egy rendkiviil érdekes (€s értékes) csoportjat
alkotjak a gombak kiralysaganak és a nemzetség egyik tagjanak, a S. cryophilus-
nak a genomja korabban nem keriilt kromoszoma-szintli Osszeszerelési
allapotba, célul tlztik ki a széban forgd genom Osszerendezését, az
Osszerendezés validalasat €s komparativ genomikai 0sszehasonlitasokat kozeli

és tavoli rokonfajokkal egyarant.

6.1.1. A S. cryophilus szuperkontigok Osszerendezése szinténikus kapcsolatok

segitségével

Els6 Iépésként megkiséreltik a S. cryophilus 9 nagyméretii
szuperkontigjat 6sszeszerelni a rokon fajok genomszekvenciai segitségével. Mi
magunk nem szekvenaltuk ujra a genomot, az adatbazisba feltoltott
szuperkontigok szekvencidirol feltételeztiik, hogy precizen Osszeallitottak
(Rhind és mtsi., 2011). Mivel a korabbi munkak ramutattak, hogy a S. cryophilus
legkozelebbi rokonai valdszintileg a S. octosporus és S. pombe, mindemellett a
géntartalom rendkiviil konzervalt a rokon fajok kozott, ezért e fajok
genomszekvencidit hasznaltuk referenciaként (Helston és mtsi, 2010; Rhind és
mtsi., 2011). A S. japonicus genomjat nem vontuk be a vizsgalatokba, mivel ez

a faj a nemzetség legkorabbi leagazasa és egyben a legdivergensebb is, tehat
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mind a génszekvenciait, mind a genomszinténiat tekintve a S. cryophilus
legtavolabbi rokonanak tekinthetd (Helston és mtsi, 2010; Rhind és mtsi., 2011).

A Mauve programmal végzett teljes genom illesztések ravilagitottak tobb
kiilonb6z6 jelenségre is. Eredményeink megerdsitették Helston és mtsi (2010)
¢s Rhind és mtsi (2011) eredményeit, miszerint valéban a S. octosporus a S.
cryophilus legkozelebbi rokona, hiszen sokkal nagyobb kiterjedésti LCB-k
voltak azonosithatok a fajok kozott, mint az S. cryophilus — S. pombe fajpar
esetében. Emellett, a szekvenciaillesztéseink azt is megmutattak, hogy a S.
cryophilus genomszekvenciaja nagyrészt a rokonfajok LCB-inek a mozaikjaibol
tevédik Ossze. Ugyanakkor meggydzddhettiink arrdl is, hogy még ilyen
nagyfokti genom konzervaltsag mellett sem lehet pusztan a szinténikus
kapcsolatokra hagyatkozva Osszeilleszteni egy genomot. Ugyanis a S. cryophilus
szuperkontigjainak ujrarendezése merdben mas sorrendet eredményezett a
hasznalt referenciafajok fliggvényében.

Ezért megprobaltunk erdsen konzervalt ,,horgonypontokat” keresni a S.
cryophilus és rokonfajai szekvenciaiban, amelyek tampontul szolgalhattak az
Osszeillesztéshez. Rhind és mtsi (2011) tanulmanyukban bemutattak, hogy a S.
octosporus — S. pombe fajpar esetében a pericentromerikus géntartalom szinte
megegyezik. Ennek az lehet az oka, hogy a centromert érintd vagy centromer
kozeli atrendezddések akar végzetesek is lehetnek a sejtek szdmara, ezért erds
szelekcids hatés alatt allnak (Ellermeier €s mtsi., 2010; Sasaki €s mtsi., 2010;
Fowler és mtsi., 2014). Bar a szubtelomerikus régi6 hajlamos az atrendezddésre,
azonban a géntartalom meglehetdsen konzervalt ebben a régidban is a kdzeli
rokon fajok esetében (Fabre és mtsi., 2005; Rhind és mtsi., 2011). A S. pombe
és S. octosporus pericentromerikus és szubtelomerikus génjeinek segitségével
sikeriilt beazonositanunk a S. cryophilus 6sszes pericentromerikus és néhany
szubtelomerikus kontigvégeit. A pericentromerikusnak vélt kontigvégek
esetében tovabbi bizonyitéknak szamitott, hogy tRNS kodold gének klasztereit

is megtalaltuk ezekben a régiokban, hasonldan a kozeli rokon fajokhoz (Kuhn és
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mtsi., 1991; Rhind és mtsi., 2011; Tong és mtsi., 2019). Habar a szubtelomerikus
régiok esetében nem sikeriilt az 6sszeset beazonositani, aminek hatterében vagy
a feltételezhetéen bekovetkezett atrendezddések magas szamai vagy pedig
egyszerlien csak a hianyos adatok allhattak, az Sc3, Sc4, Sc6 ¢és Sc7 kontigokrol
megallapitottuk, hogy szubtelomerikus régidt tartalmaznak. Egy feltételezett
szubtelomerikus vég esetében (Sc7) rDNS klaszterre utald szekvenciakat is
talaltunk, amely tovabbi bizonyitékként szolgalt az adott régiod szubtelomerikus
voltara (Pasero & Marilley, 1993).

Ez G ismeretek birtokaban tjrarendeztiik a S. cryophilus szuperkontigjait
¢s a rokon fajokhoz torténd hasonlitds sordn a korabbiakhoz képest egy sokkal
rendezettebb képet kaphattunk. Eredményeink alapjan a kdvetkezd szuperkontig
sorrendet javasoltuk: Sc3-Sc9-Scl (Chrl); Sc7-Sc5-Sc8-Sc6 (Chrll); Sc4-Sc2
(Chrlll).  Mindazonaltal azon kontigok esetében, amelyek sem
pericentromerikusnak,  sem  szubtelomerikusnak  nem  bizonyultak,

Osszetartozasuk bizonyitasara (vagy cafolatara) tovabbi kisérleteket terveztiink.

6.1.2. A S. cryophilus szuperkontigok 0sszeszerelésének validdlasa molekularis

modszerekkel

A Sc9-Scl ¢és Sc5-Sc8-Sc6  szuperkontigok — Osszetartozasanak
bizonyitasa érdekében PCR reakciokat terveztiink €s hajtottunk végre. A sikeres
reakciok alatamasztottak a bioinformatikai eredményeinket az sszetartozoénak
vélt szuperkontigok esetében.

Habar a bioinformatikai eredmények és PCR-es validaci6 alapjan a
javasolt szuperkontig sorrend megfeleldnek tiint, tovabbi bizonyossag szerzése
céljabol PFGE elemzésnek is alavetettik a S. cryophilus kromoszomait.
Megerdsitettiik azt a felvetést, miszerint a S. cryophilus OY26 torzse is 3 jol
elkiilonithetd kromoszomaval rendelkezik, mint az egyéb hasado élesztd torzsek
talnyomo tobbsége (Rhind és mtsi., 2011). Ennek azért is volt jelentdsége, mivel

a S. pombe torzsek kozott eléfordul 4 kromoszomaval rendelkez6 valtozat is
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(Brown és mtsi.,, 2014). Azt is megfigyelhettik, hogy a S. cryophilus
kromoszoéma méretei valamelyest eltérnek a S. pombe kromoszémainak
méreteitdl. Habar a PFGE analizisek alapjan nehéz pontosan megéallapitani a
kromoszomak méreteit, kiilonosen, ha nincs megfeleld felbontasu
méretstandard, azonban valdszinlsithetd volt, hogy a megfigyelt
kromoszomameéretek eltérnek a szekvencia adatoktol. Az eltérések valdsziniileg
a centromerek, telomerek és rDNS ismétlddések ismeretlen Kkiterjedésébol
szarmaztak.

Ezt a feltevést ellendrizendd, megkiséreltik meghatarozni a rDNS-ek
(18S-5,85-26S rDNS) lokalizaciojat a S. cryophilus kromoszomak végein.
Kiindulasként a S. cryophilus — S. octosporus szinténikus kapcsolatait vettiik
alapul, majd a potencialis rDNS ismétlédések lokalizaciojat PCR-rel kivantuk
megallapitani. Két feltételezett esetbdl (Sc3 és Sc7) egyet tudtunk kisérletesen
is bizonyitani (Sc7), de ettdl fliggetleniil a kdzvetett bizonyitékok arra utaltak,
hogy az altalunk javasolt kromoszomafelépités megfeleld lehet.

Egy nemrégiben megjelent tanulmany, amelyben harmadik generacios
modszerrel Ujraszekvenaltdk a hasadd élesztd genomokat, megerdsitette az
eredményeinket (Tong és mtsi., 2019). Csupan egy eltérést mutattak ki, ugyanis
egy centromerikus atkeresztez6dés az Sc7 és Sc4 kontigok cseréjét
eredményezte. A centromer szekvencidk ismerete hidnydban az Aaltalunk
alkalmazott moddszerek nem voltak képesek fényt deriteni e valtozasra.

Mindazonaltal a késébbi eredményeket ez a valtozas nem befolyésolta.

6.1.3. A S. cryophilus genom Osszevetése kozeli és tavoli rokon fajokkal

A S. cryophilus szuperkontigjainak dsszerendezését és annak validalasat
kovetden kivancsiak voltunk, hogy milyen tipusu valtozasok formaltak e hasado
¢lesztd genomot.

Kimutattuk, hogy a S. octosporus genomhoz képest szamos

kromoszémakat érint6 valtozas érte a S. cryophilus genomjat, amelyek féleg

103



interkromoszomalis transzlokaciok voltak és nagyméreti régiokat érintettek.
Tong ¢és mtsi (2019) eredményei alapjan még egy centromer régioban
bekovetkezd reciprok transzlokacio is keletkezhetett. Eredményeink arra az
érdekességre is ravilagitottak, hogy az inverziok szama jelentésen
megndvekedett a filogenetikai tavolsag novekedésével. Tehat a S. cryophilus —
S. pombe Gsszehasonlitasa soran mar az inverziok szama emelkedett meg a
transzlokaciokkal szemben.

Rhind ¢és mtsi (2011) komparativ genomikai tanulméanyukban
bemutattak, hogy a hasado6 éleszté genomok géntartalma rendkiviil konzervalt
példaul a hasonlo divergencia idokkel rendelkez6 Saccharomyces nemzetséghez
képest. Kivancsiak voltunk, hogy az atrendezddések tekintetében hogyan
viszonyul a két csoport egymashoz. Ezért megvizsgaltuk a kozelebbi rokon S.
cerevisiae — S. uvarum és tavolabbi rokon S. cerevisiae — N. castelli fajparokat
is hasonlé megkdzelitéssel, mint a hasado élesztdket. Ha az dsszes megfigyelt
atrendezddést figyelembe vettiik, akkor szdmottevden tobb atrendezddés érhette
a sarjadzo élesztd genomokat, mint a hasado élesztoket. Viszont, ha kizartuk a
szubtelomerikus régidoban bekovetkezd valtozasokat (mivel azok hajlamosak az
atrendezdédésekre, Fischer és mtsi, 2001), akkor egészen mas kovetkeztetéseket
vonhattunk le. A szigoribb megkozelitéssel feltart atrendezddések szdma a S.
cerevisiae — S. uvarum esetében megegyezett a Fischer és mtsi (2000, 2001) altal
becstilt értékekkel. Viszont ebben az esetben a hasadd élesztok kromoszoémain
aranyaiban sokkal tobb nagy méretli régidkat érintd atrendezddés kovetkezhetett
be, mint a vizsgalt sarjadzo €lesztd genomokban. A hasadé éleszték konzervalt
géntartalma alapjan arra szamitottunk, hogy kevesebb atrendezddést
figyelhetiink majd meg. Az atrendezddések tipusait vizsgalva hasonlé tendenciat
figyelhettiink meg a sarjadzo élesztdk esetében is, miszerint a filogenetikai
tavolsadggal novekszik az inverziok szdma.

E megfigyelések alapjan felmeriilhet a kérdés, hogy a transzlokaciok

toleralhatobbak lennének az inverzioknal kisebb evolucios 1éptékben? Mivel
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mind a transzlokaciok, mind az inverziok egyarant hatassal lehetnek a teljes
genom génexpresszids mintazatara, ezaltal fokozva vagy csokkentve az adott
¢lolény fittneszét, tovabba képesek reproduktiv izolacio eldidézésére, ez a
feltevés nem valdszinti (Lowry & Willis, 2010; Avelar és mtsi., 2013; Zanders
¢s mtsi., 2014; Naumov ¢és mtsi., 2015). Feltételezéseink szerint inkabb az
atrendezodéseket eldsegité vagy okozd hatdsok mechanizmusa kedvezhet a
transzlokacioknak. Ezzel egybehangzoan az is elképzelhetd, hogy a nagyobb
evolicids tavolsagok esetében is talstlyban maradnak a transzlokaciok,
egyszerlien a bekoOvetkezett inverziok mossak el a transzlokaciok nyomait

(Seoighe és mtsi., 2000).
6.2. A stabil hasado élesztégomba genomok genetikai és evolucios hattere

Nyilvanval6 valt, hogy a nagy ardnyu géntartalom konzervaltsag ellenére
elég sok atrendezddés érhette az eléz6ekben vizsgalt harom hasado éleszt6 faj
genomjat, tovabba a fajok meglepden gyors szekvencia evolicios ratat mutatnak
(Helston és mtsi., 2010; Rhind és mtsi., 2011). Ezért kivancsiak voltunk, hogy
mutat-e korrelaciot a hasado élesztok strukturalis és szekvencia evolucioja, majd
megvizsgaltuk, hogy milyen mértéki a genom konzervaltsdg a hasado
¢lesztékben. Tovabba arra a kérdésre is kerestiik a valaszt, hogy mi lehet a
genetikai és evolucids hattere a stabil genomjaiknak? A vizsgéalatokhoz a S.
japonicus-t hasznaltuk referenciaként, hiszen ez a faj a klad legkorabbi

ledgazasa.

6.2.1. Strukturalis és szekvencia evolucid Osszehasonlitasa a hasadd élesztokben

Bebizonyitottuk, hogy a hasadd éleszték szekvencia- és strukturalis
evolucidja erés pozitiv korrelaciot mutat, hasonldéan példaul a Lachancea,
Verticillium és szamos Metazoa nemzetséghez, de eltéréen az Aspergillus
nemzetségtdl (Burt és mtsi., 1999; Coghlan & Wolfe, 2002; Sharakhov és mtsi.,
2002; Galagan és mtsi., 2005;Vakirlis €s mtsi., 2016; Shi-Kunne és mtsi., 2018).

Ugyanis az A. fumigatus és A. oryzea aminosav azonossagukat tekintve hasonld
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értékeket mutatnak az A. nidulans-hoz viszonyitva, viszont az atrendez6dések
tekintetében az A. oryzea genomja tobb mint kétszer annyi valtozast
szenvedhetett el az A. fumigatus-hoz képest (Galagan és mtsi, 2005).
Megallapitottuk azt is, hogy a strukturalis evolicié szemszogébdl a S.
japonicus-hoz képest a masik harom faj kozel ugyanolyan mértéki
divergenciaval rendelkezik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy nagyon
egyenletes a valtozasok dinamikaja a genomjaikban. Egy mas megkozelitést
alkalmaz6 tanulmany ugyanerre a  koOvetkeztetésre jutott egyéb
Taphrinomycotina fajok bevonasaval is (Rajeh és mtsi., 2018). Ez az eredmény
mindenképp meglepd, ha figyelembe vessziik a nemzetségen beliili, egyébirant
jelent6s filogenetikai tavolsagokat. Elképzelhetonek tartjuk — mivel a
Taphrinomycotina altdrzsbe tartozd fajok tobbsége eléggé spezializalodott
¢letmddot kdvet — hogy az életmodjuk allhat a kimagasloéan erés szekvencia- és

struktara valtozasok korrelacidinak hatterében.

6.2.2. Genom konzervaltsag és 0Osi kolinearis blokkok azonositasa a hasadd

éleszt0 genomokban

Eredményeink arra is ravilagitottak, hogy kozel egyenld mértékli a
konzervaltsag nukleotid szinten a fajok k6zott a S. japonicus perspektivajabol.
S6t, nemcsak a konzervalt régiok Osszesitett mérete, hanem a szegmensek egyéni
méreteinek megoszlasa is szignifikans hasonlosaggal birt. Ez arra engedett
kovetkeztetni, hogy hasonlo6 régiok maradhattak valtozatlanok a hasad6 élesztd
genomokban. Ezt a feltevést erdsitette meg a fajok azon genomi régidinak
feltarasa, amelyek minimum 5 (atlagosan 8) ugyanolyan sorrenddel és
iranyultsaggal rendelkezd ortolog génbdl alltak. Eredményeink alapjan a
vizsgalt genomok géntartalmanak 40-42%-a ilyen aLCB-kben helyezkedik el és
valoszinli, hogy ezek a blokkok a legkdzelebbi k6zds 0s génsorrend;jét tiikkrozik.
Ha figyelembe vessziik, hogy példaul a fugu (gémbhal) és human genom Kisebb

mértékii szekvencia divergencidt mutat, mint a vizsgalt élesztok, ennek ellenére
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maximum 2-3 génbdl allo szinténikus blokkok azonosithatok a genomjaikban,
az eredmények igen érdekesek (Sipiczki, 2000; Smith és mtsi., 2002; Rhind és
mtsi., 2011). Mindemellett, Rajeh ¢és mtsi (2018) adatainak alapos
tanulmanyozasa alapjan nem is igen talalni egyéb olyan genuszt az Ascomycota
torzsben, ahol ilyen mértékii szekvencia divergencia mellett ilyen mértékii

génsorrend konzervaltsag lenne megfigyelhetd.

6.2.3. Az 0Osi kolinearis blokkok fennmaradisa és a természetes szelekcid

kapcsolata

A kolinearis blokkok, szomszédos génparok Iétezése, amelyek
megfigyelhetok kiilonbdz6 genomokban, lehetnek a szelekcio vagy a véletlen
kovetkezményei (Hurst és mtsi., 2004). Az el6bbi esetében elény6s, ha bizonyos
gének szomszédosak maradnak a megfeleld regulacié vagy ko-expresszid miatt.
A masik esetben a génparok szétvalnak, majd ujra egymas mellé keriilnek a sok
atrendezodésnek koszonhetden. Mivel a hasado ¢€lesztok esetében a géntartalom
40-42%-a kolinearis blokkokban helyezkedik el, a véletlen hatasa
minimalizalhatd. Inkabb az a kérdés, hogy a megfigyelt konzervaltsag ,,csupan”
az Osi génsorrend maradvanya vagy netdn a szelekcid is kozrejatszik a
fenntartasukban?

A  kérdés megvalaszolasara kiilonb6zé ,,in silico” modelleket
hasznaltunk és mind a neutralis megkozelités, mint a filogenetikai modszer
ugyanazt az eredményt sugallta. A szimuldciok alapjan az aLCB-k fennmaradésa
nem lehet csupan a véletlen miive, mivel egyetlen teszt-eredmény sem
kozelitette meg a valdsagban megfigyelhetd értékeket az alLCB-k atlagos
géntartalmat tekintve. Feltevésiink szerint az aLCB-k fenntarté szelekci6 alatt

allnak.

6.2.4. Az 3si kolineéaris blokkok lehetséges eredete

Kivancsiak voltunk, hogy az aLCB-k génsorrendje mennyire mutatkozik

konzervaltnak, ha mas fajokat is bevonunk a vizsgalatba? Ismert tény, hogy
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kiterjedt kolinedris régiok nem figyelheték meg kiilonb6z6 genuszok
Osszehasonlitasa soran, s6t még csak két szomszédos ortolog gén sem talalhato
példaul a S. pombe és S. cerevisiae genomjaban (Poyatos & Hurst, 2006).
Azonban, ha az aLCB-k génsorrendje a legkozelebbi kozos Ostdl ered és
szelekcids hatés alatt is all, van némi esély arra, hogy hasonlé génsorrendeket
figyelhessiink meg egyéb Taphrinomycotina fajok esetében is. Habar Kisebb
méretli kolinearis régiokat megfigyelhettiink a vizsgalt fajparok kozott, relevans
szamu blokk nem volt azonosithato.

Filogenetikai szempontbdl tavolabbi fajok bevondsa is hasonlo
eredményt hozott, tehat a vizsgalt aLCB-k génsorrendje csak a hasado élesztokre
jellemzd. Azonban mindenképp fontosnak tartjuk megjegyezni, hogy
szamottevoen tobb szomszédos génpart sikeriilt beazonositani a fonalas fajok
genomjaiban, mint a sarjadzé élesztd genomokban. Ez az eredmény egybevag
azzal a feltételezéssel, miszerint a modern élesztk dsei fonalas gombak voltak
¢s lehetséges, hogy a megfigyelt génsorrendbeli hasonlosdgok a fonalas dsok
génsorrendjét tiikrozik (Berbee & Taylor, 1993; Sipiczki, 2000; Nagy €és mtsi.,
2014).

6.2.5. Az 8si kolinearis blokkok konzervaltsadga szekvencia szinten

Miutan meggydzddtiink arrdl, hogy a megfigyelt génsorrend leginkabb a
hasado élesztokre jellemzd, kivancsiak voltunk, hogy vajon az aLCB-kben
lokalizalodo szekvenciak nagyobb konzervaltsagot mutatnak-e a genom egyéb
régioiban elhelyezkedd szekvencidkhoz képest. Nem torvényszeri, hogy gének,
amelyek sorrendjiiket tekintve valtozatlanok maradtak, azok a szekvencidikat
tekintve is kevéssé valtozzanak, de mivel az atrendezddési események maguk is
mutagén hatasuak, igy talan a valtozatlan régiok konzervaltabbak lehetnek
szekvencia szinten is. Ezt vizsgalando, Osszehasonlitottuk tobb mint 4200
protein szekvencia evolucids ratajat az aLCB-ken beliil, illetve azokon kiviil is.

Bér a protein szekvencidk nem tiikrozik teljes mértékben a DNS szintjén
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bekovetkezo valtozasokat, a valtozasok dinamikajarol szolgaltathatnak elegendo
informaciot. Meglepetésiinkre nem volt szignifikans kiilonbség a két csoport
kozott. Ennek fényében megallapithatd, hogy az aLCB-ken beliil lokalizalodo
gének szekvencidi hasonld mértékii valtozékonysagot mutatnak, mint a genom
egyéb régidiban elhelyezkeddk. Az intront vesztett vagy nyert gének vizsgalata
is hasonl6 eredményre vezetett.

E megfigyelések mogott tobb dolog is allhat. Egyrészt az aLCB-ken
kiviili genomi régiok sem egészen kaotikusak, mivel taldlhatok kevesebb, mint
5 génbdl allo kolinearis blokkok is. Masrészt a robusztus atrendezédések nem
csak lokalisan, hanem a teljes genomra képesek hatédssal lenni, ezaltal olyan
régiokban is indukdlodhatnak valtozasok, amelyeket az atrendezddések nem is

érintettek (Avelar és mtsi., 2013).

6.2.6. A hasado élesztbgombak stabil génsorrendjének lehetséges okai

Szamos tényezd jatszhat kozre a hasado élesztok stabil génsorrendjének
fenntartasaban. Egy lehetséges ok az atrendezddések altal potencialisan okozott
reproduktiv izolacié. A nagy régiokat érintd 4atrendezédések, Ugymint az
interkromoszomalis  transzlokaciok  eltér6  méretl  kromoszémakhoz
vezethetnek, amelyek negativ hatdssal lehetnek a szexudlis ciklusra (pl. nem
megfeleld kromatid parosodas a meidzisban) (Avelar és mtsi., 2013; Zanders és
mtsi., 2014; Naumov és mtsi., 2015; Jeffares és mtsi., 2017). Fiiggetleniil attol,
hogy a képzddd Uj struktira-variansok eldnyokkel rendelkezhetnek bizonyos
kornyezeti  koriilmények kozott, az életképes utdd létrehozdsanak
ellehetetleniilése nagy hatranyt jelenthet egy folyamatosan valtozé élettérben,
kiilondsen a haploid fajok esetében (Avelar és mtsi., 2013; Zanders és mitsi.,
2014; Naumov ¢és mitsi., 2015; Jeffares és mitsi., 2017). Tovabba, szamos
tanulmany bizonyitja, hogy a szexualis ciklus okozta genetikai valtozasok
jobban elésegitik az adaptaciot, mint a spontan mutaciok vagy atrendezddések

(Takouridis és mtsi., 2015; McDonald és mtsi., 2016; Scheuerl & Stelzer, 2017;
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Tusso és mtsi., 2019). Az atrendezddések altal kivaltott reproduktiv izolacid
mellett az is az atrendez6dések ellen hathat, hogy a S. pombe
genomszekvencidjanak kozel 90%-a funkcidval rendelkezik (Gretch és mtsi.,
2019). igy a funkciéval rendelkezd régiokban bekovetkezé valtozasok ellen is
hathat a szelekcid, mivel a funkciovesztés hosszii tdvon hatranyt jelenthet,
bizonyos valtozasok akar letalisak is lehetnek (Avelar és mtsi., 2013; Zanders ¢€s
mtsi., 2014, Naseeb ¢és mtsi.,, 2016). A hasadd ¢€lesztd és sarjadzo élesztd
genomokban bekovetkezett atrendezddések becsiilt értékeinek dsszehasonlitasa
is azt mutatta, hogy fiiggetleniil a hasonld divergencia idékt6l, a hasado
¢lesztOkben Osszességében kevesebb valtozas tortént.

Tovabbi ok lehet az is, hogy a szomszédos gének kozds transzkripcids
szabalyozas alatt allnak, esetleg funkcionalis csoportokat alkotnak. Ez elég
gyakori jelenségnek szamit a magasabb rendii eukariota €161ények korében, de
érdekes modon, az ilyen funkciondlis csoportosuldsok hajlamosak az
atrendezddésekre, megadvan ezzel a lehetdséget Uj funkcionalis csoportok
kialakitdsara (Hurst és mtsi., 2004; Poyatos & Hurst, 2006; Liu & Han, 2009;
Al-Shahrour és mtsi., 2010; Davila Lopez és mtsi.,, 2010; Noble &
Andrianopoulos, 2013). Ebb6l kovetkezben, a funkcionalis csoportosulas nem
szolgalhat minden esetben magyarazattal a hosszii tdva génsorrend
meglrzédésre. Mindemellett Tuller és mtsi (2009) nem tudtak kimutatni
egyértelmii funkcionalis csoportosulasokat a S. pombe genomjaban. A mi
eredményeinkbdl is ez a kovetkeztetés vonhato le. Habar egyértelmiien
kimutattuk, hogy meghatarozott funkcioval (GO kategoridk) rendelkezd gének
hajlamosabbak az aLCB-kben csoportosulni, a csoportosulas nem a funkcidhoz
kotott, mivel egy aLCB-n beliil ritkan voltak ugyanabba a GO kategodridba
tartoz6 gének megtalalhatok és e gének ko-expresszidja sem mutatott magasabb
értékeket az egyéb régiokban lokalizdlodd gének ko-expresszidjahoz képest.
Talan a kromoszomdk 3D-s konformacioi felfedhetnének funkcionalis

csoportosuldsokat, azonban az ilyen tipust vizsgalatok tulmutatnak e doktori
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tanulmany célkitizésein (Tanizawa ¢és mtsi., 2010; Gong ¢és mitsi., 2015). Az
adataink inkabb azt sejtetik, hogy azon GO kategoriak génjei lokalizalodnak az
aLCB-kben, amelyek kozott nagyobb aranyt az esszencidlis gének szama,
tovabba kisebb aranyu a kozeliikben elhelyezkedé Recl12 hasitohelyek szdma.
Ezek az eredmények Osszhangban vannak Poyatos & Hurst (2006)
eredményeivel, miszerint az esszencidlis gének lokalis denzitdsa, tovabba a
rekombinacidos  forropontok nagyban hozzajarulhatnak a  génsorrend

megOrzéséhez, illetve valtozasahoz a sarjadzo éleszté genomokban is.
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7. Osszefoglalas

Mara teljes mértékben elfogadotta valt a nézet, miszerint az eukariota
génsorrend sem véletlenszeri. Szamos bizonyiték tamasztja ald ezt a
feltételezést, igymint a hasonld funkcidval rendelkezé vagy egy metabolikus
utvonalhoz tartoz6 gének ko-lokalizacioja, szomszédos gének ko-expresszidja
¢s ko-regulacidja. Tovabbi bizonyiték a nem véletlenszert génsorrendre a lokalis
atrendezddések altal okozott globalis transzkripciés mintdzat megvaltozéasa. De
ide sorolhatjuk a transzgén integraciok valtozatos kimeneteleit is.

A génsorrend konzervaltsagat fenntartd tényezok vizsgalatara kivaldan
alkalmasak a kulonbozd élesztd modellszervezetek, mivel azok Kisméreti,
kompakt genommal rendelkeznek és a nagy egyedszamuk és gyors generacios
idejik miatt a szelekcid is megfelelden ki tudja fejteni a hatasat az
egyedfejlodésiik soran.

Jelen doktori tanulmanyban a hasadd éleszté (Schizosaccharomyces)
modellszervezetek genomszekvenciait vettiik gorcsd ald, vizsgalva a genomjaik
altal elszenvedett evoltcios 1éptékii valtozasokat és valaszokat keresve a
rendkiviil stabil génsorrend;jiik fenntartdsaval kapcsolatos kérdésekre. Munkank
soran fOleg szamitdgépes modszereket alkalmaztunk, azonban néhéany kisérlettel

is kiegészitettiik a vizsgalatainkat.
Eredményeink Osszefoglalasa kovetkezik:

- Sikeriilt kromoszoéma szintli Osszeszerelési allapotba hozni a S.
cryophilus kontigjait a rokon fajokkal valé szinténikus kapcsolatok
segitségével. Bioinformatikai eredményeink alapjan a Sc3-Sc9-Scl
(Chrl); Sc7-Sc5-Sc8-Sc6 (Chrll); Sc4-Sc2 (Chrlll) sorrendet javasoltuk.

-  Munkénk sordan a pericentromerikus ¢és szubtelomerikus régiok
kolinedris  génsorrendjeinek  feltdrasa is tampontot adott az

Osszeszereléshez.
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Molekularis  bioldgiai technikakkal wvalidaltuk a szamitogépes
modszerekkel megallapitott kontigsorrendeket: PCR modszerrel sikertilt
bizonyos kontigok szomszédossagat igazolni, mig az elvégzett PFGE
analizis alapjan kimutattuk, hogy a S. cryophilus is 3 kromoszémaval
rendelkezik. Ezek a kromoszoémak méreteiket tekintve eltérnek a jol
ismert S. pombe kromoszoma méreteit6l. Tovabba sikeresen kimutattunk
egy rDNS Klasztert is az egyik kromoszoma karon.

Szamitogépes modszerekkel megbecsiiltiik, hogy mennyi és milyen
tipust atrendezédések formalhattdk a hasadd élesztok kozeli rokon
fajainak genomjait. Vizsgalataink soran a S. octosporus-hoz és S. pombe-
hez hasonlitottuk a S. cryophilus genomjat, amelynek eredményeként
megallapitottuk, hogy a genomokat ért atrendezddések tekintetében is a
S. octosporus a leghasonlébb a S. cryophilus-hoz.

Kimutattuk, hogy az &trendezédések koziil az interkromoszomalis
transzlokaciok voltak talsulyban, az inverziok szama csak a filogenetikai
tavolsag novekedésével emelkedett.

Osszehasonlitottuk  az  atrendezddések tipusa és mennyisége
szempontjabol a hasado élesztd genomokat hasonld divergencia idével
rendelkezd sarjadzo élesztd genomokkal. Bar Osszességében tobb
atrendezOdési esemény érhette a sarjadzé ¢€lesztoket, a hasado élesztd
genomok szenvedték el a nagyobb méretli régidkat érintd valtozasokat.
Erdekes modon a sarjadzo éleszté genomok is hasonld tendenciat
mutattak, miszerint eleinte a transzlokaciok voltak talstlyban, az
inverziok csak a filogenetikai tavolsag novekedésével keriiltek talsulyba.
Tovabbi elemzéseinkbe bevontuk a hasado élesztOk legdivergensebb
tagjat, a S. japonicus-t is, és e fajt hasznalva referenciaként kimutattuk,
hogy a hasad6 élesztd genomokban a strukturdlis- és szekvencia

valtozasok dinamikaja rendkiviil erds pozitiv korrelaciot mutat.
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Megallapitottuk, hogy a vizsgalt fajok genomjaiban az atrendezddések
nagyon egyenletesen kovetkeztek be, mivel a tobbi hasadd ¢éleszto faj
kozel wugyanolyan mértéki kromoszoma-strukturalis divergenciat
mutatott a S. japonicus-hoz képest.

Feltartuk a genomok legkonzervaltabb részeit ¢és legalabb 5 génbdl allo
kolinearis régidkat azonositottunk (aLCB-k). E blokkok génsorrendjét az
¢lesztok valdszintileg a legkozelebbi kozos siiktol orokdlhették. Ilyen
aLCB-kben lokalizalodik a genomok géntartalmanak 40-42%-a.
Szamitogépes szimulaciokat alkalmazva kimutattuk, hogy az aLCB-k
génsorrendje nem csak az 0si génsorrend maradvanya, hanem szelekcios
hatas alatt is allhat.

Megallapitottuk, hogy az aLCB-k génsorrendje bar hasadd élesztd
specifikus, de tiikrozheti egy fonalas 0s génsorrend;jét is, mivel a vizsgalt
aLCB-k génsorrendje jobban hasonlit a fonalas gombak génsorrendjére,
mint a sarjadzo élesztd fajok génsorrendjére.

Kimutattuk, hogy az aLCB-ken beliil lokalizalodo gének szekvencia és
strukturalis  (intron vesztés/nyerés) valtozdsai nem  torténnek
alacsonyabb intenzitassal, mint a genomok egyéb régioiban elhelyezkedd
gének esetében.

Eredményeink azt sugalltak, hogy bizonyos bioldgiai funkciokhoz (13
GO kategoria) kothetd gének szignifikdnsan nagyobb aranyban
hajlamosak az aLCB-kben csoportosulni, mint masok. Mindazonaltal e
GO kategoriak génjei is szétszort elhelyezkedést mutatnak a
kromoszomakon, tehat az egy bioldgiai funkcidhoz kothetd gének nem
szomszédosak az aLCB-kben.

Az alLCB-kben elhelyezkedd gének ko-expresszios értékei nem
magasabbak, mint a genom egyéb részeiben elhelyezkedd szomszédos
gének ko-expresszids értékei, de szignifikdnsan magasabbak, mint a

teljes genomra vonatkoztatott atlagérték.
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- Felfedtiik, hogy az aLCB-kben csoportosuldé GO kategoridk génjei kozott
magasabb az esszencialis gének aranya, ugyanakkor kevesebb a gének

kornyékén lokalizal6do Rec12 hasitéhelyek szama.

Eredményeink hozzajarulnak a hasadé éleszt6k, ezaltal az eukariota génsorrend

megorzésében szerepet jatszo jelenségek megismeréséhez, megértéséhez.
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8. Summary

It is now fully accepted that the eukaryotic gene order is not random.
Several pieces of evidence support this assumption, such as the co-localisation
of genes with similar functions or belonging to the same metabolic pathway, co-
expression and co-regulation of neighbouring genes. Further evidence for non-
random gene order is the alteration of global transcriptional patterns caused by
local rearrangements. But we can also include the diverse outcomes of transgene
integration.

The use of various yeast model organisms is an excellent way to study
the factors that maintain the conservation of the gene order, as they have a small,
compact genome and, due to their large number of individuals and rapid
generation time, selection can have a sufficient effect on their evolution.

In this present PhD study, we have investigated the genome sequences of
the fission yeast (Schizosaccharomyces) model organisms, examining the
evolutionary changes their genomes have undergone and seeking answers to
questions about the maintenance of their highly stable gene order. Our work was
mainly based on computational methods, but we also complemented our studies

with certain experiments.
Our results are the following:

- The contigs of S. cryophilus have been successfully assembled at the
chromosome level using syntenic relationships with related species.
Based on our bioinformatic results, we proposed the order Sc3-Sc9-Scl
(Chrl); Sc7-Sc5-Sc8-Sc6 (Chrll); Sc4-Sc2 (Chrlll).

- Inthe course of our work, we also explored the colinear gene sequences
of pericentromeric and subtelomeric regions to support the assembly.

- Molecular biology techniques have been used to validate the contig order
determined by computational methods: PCR has been used to confirm

the neighbouring of certain contigs, while PFGE analysis has shown that
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S. cryophilus also has 3 chromosomes. These chromosomes differ in the
size from the well-known chromosome sizes of S. pombe. We also
successfully detected an rDNA cluster on one chromosome arm.

We used computational methods to estimate the number and type of
rearrangements that could have shaped the genomes of closely related
fission yeast species. Our studies compared the genomes of S. cryophilus
with those of S. octosporus and S. pombe, and found that S. octosporus
was also the most similar to S. cryophilus in terms of the rearrangements
affecting the genomes.

We showed that interchromosomal translocations were the most frequent
among the rearrangements, with the number of inversions increasing
only with increasing phylogenetic distance.

We compared the type and number of rearrangements between fission
yeast genomes and budding yeast genomes with similar divergence
times. Although more rearrangement events may have occurred in the
budding yeast genome overall, the changes affecting larger regions
occurred in the fission yeast genomes. Interestingly, the budding yeast
genomes also showed a similar trend, with translocations predominating
initially, and inversions becoming predominant only as the phylogenetic
distance increased.

In our further analyses, we also included the most divergent member of
the fission yeast S. japonicus, using as a reference species. We showed
that the dynamics of structural and sequence changes in fission yeast
genomes show a strong positive correlation.

We found that the rearrangements in the genomes of the species occurred
very uniformly, as the other fission yeast species showed almost the same
degree of chromosomal structural divergence compared to S. japonicus.
We have revealed the most conserved parts of the genomes and identified

colinear regions of at least 5 genes (aLCBs). The gene order of these
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blocks was probably inherited from their last common ancestor. The
aL.CBs contain 40-42% of the genome's whole gene content.

- Using computer simulations, we have shown that the gene order of
aL.CBs is not only a remnant of the ancestral gene order, but may also be
under selection.

- We found that the gene order of aLCBs, though fission yeast specific,
may reflect the gene order of a filamentous ancestor, as the gene order of
the aLCBs studied more closely resembles the gene order of filamentous
fungi than that of budding yeast species.

- We have shown that sequence and structural (intron loss/gain) changes
in genes localized within aLCBs do not occur at lower intensities than
for genes located in other regions of the genome.

- Our results suggested that genes associated with certain biological
functions (13 GO categories) tend to cluster in aLCBs at significantly
higher rates than others. However, the genes in these GO categories are
dispersed across the chromosomes, implying that genes associated with
the same biological function are not adjacent in the aLCBs.

- The co-expression values of genes located in aLCBs are not higher than
the co-expression values of genes located in other parts of the genome,
but they are significantly higher than the whole genome average.

- We discovered that genes from GO categories clustered in aLCBs have
a higher proportion of essential genes but fewer Recl12 cleavage sites

nearby.

Our results contribute to the knowledge and understanding of fission yeasts and

thus to the phenomena involved in the conservation of the eukaryotic gene order.
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11. Fiiggelék |I.

Mivel jelen doktori disszertaci6 eredményeinek tilnyomd tobbsége
szamitogépes modszereken alapszik, a kiegészitd adatok (abrak, tablazatok)
terjedelmiik miatt csupan online elérhetd linkeken keresztiil keriilnek
bemutatasra. Ezek az adatok az értekezés alapjat képezd publikéaciok

»Supplementary information” fajljaiként érhetdk el.

Fuggelék 1. abra: Supplementary Figure S1 c¢d. A S. cryophilus
szuperkontigjainak ujra rendezése a Mauve program segitségével a szinténikus

kapcsolatok alapjan.

Fiiggelék 2. é&bra: Supplementary Figure S2. A szubtelomerikus régiok

szinténikus kapcsolatai az S. cryophilus és S. octosporus esetében.

Fiiggelék 3. abra: Supplementary Figure S4 c-f. A sarjadzo élesztd genomok
YASS ¢és Mauve illesztései.

A Fiiggelék 1., 2. és 3. abrai a kdvetkezd linken keresztiil érhetdk el:

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41598-018-
32525-9/MediaObjects/41598 2018 32525 MOESM5 ESM.pdf

Fiiggelék 4. abra: Figure S1 A-C. Paronkénti Mauve illesztések a S. japonicus-t

hasznalva referencia genomként.

Fiiggelék 5. 4bra: Figure S4 A,B. Az E < 1x10%° YASS illesztések statisztikai

értékelése.
Fliggelék 6. abra: Figure S3 A-D. A paronkénti YASS illesztések vizualizacioja.
A Fliggelék 4., 5. és 6. abrai a kovetkezd linken keresztiil érhetdk el:

https://www.mdpi.com/2309-608X/7/10/864/s1?version=1634281401
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Fliggelék 1. tablazat: Supplementary Table S1. K6z6s pericentromerikus gének

a S. pombe, S. octosporus és S. cryophilus genomjaiban.

Fiiggelék 2. tablazat: Supplementary Table S2. K6z6s szubtelomerikus gének a
S. octosporus és S. cryophilus genomjaiban.

A Fiiggelék 1. és 2. tablazatai az alabbi linken keresztiil érhetdk el:

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41598-018-
32525-9/MediaObjects/41598 2018 32525 MOESM4 ESM.xIsx

Figgelék 3-8. tablazatok: Supplementary table S2-S7. Paronkénti YASS

illesztések eredményei.

Fiiggelék 9. tablazat: Supplementary table S9. A hasado élesztok feltételezett
ortolog génjei.
Figgelék 10. tablazat: Supplementary table S10. A hasadd élesztd6 alLCB-k
gylijteménye.

Fiiggelék 11. tablazat: Supplementary table S11. Feltételezett ortoldgok néhany

random moédon kivalasztott aLCB esetében.

Fiiggelék 12. tablazat: Supplementary table S12. A filogenetikai fa épitéséhez
felhasznalt 26 feltételezett ortolog protein listaja.

Fiiggelék 13. tablazat: Supplementary table S14. A kiilonb6zd GO kategéridkba

tartoz6 gének megoszlasa az aLCB-ken beliil és azokon kiviil.

Fiiggelék 14. tablazat: Supplementary table S15. A szignifikdns GO kategoridk

meghatarozasa.
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Fiiggelék 15. tablazat: Supplementary table S16. A Recl2 hasitohelyek

lokalizacioja a kiilonb6zé GO kategodridkba tartozo gének mellett.

Fiiggelék 16. tablazat: Supplementary table S17. Az esszencialis gének

lokalizacioja a kiilonb6zé GO kategodridkba tartozo gének mellett.
A Fliggelék 3-18. tablazatai az alabbi linken keresztiil érhetdk el:

https://www.mdpi.com/2309-608X/7/10/864/s1?version=1634281401
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12. Fiiggelék I1.

A disszertacio alapjaul szolgdlo, referdlt nemzetkozi folydiratban megjelent
cikkek:

1. Acs-Szab6 L, Papp LA, Antunovics Z, Sipiczki M, Miklés 1. Assembly
of Schizosaccharomyces cryophilus chromosomes and their comparative
genomic analyses revealed principles of genome evolution of the haploid
fission yeasts. Scientific Reports 8, 14629, 2018. IF: 4,011 D1

2. Acs-Szabo L, Papp LA, Sipiczki M, Miklos I. Genome comparisons of
the fission yeasts reveal ancient collinear loci maintained by natural
selection. Journal of Fungi 7(10), 864, 2021. IF: 5,724 Q1

Az értekezés témajaban elhangzott konferencia eléadasok:

1. Acs-Szabo Lajos, Papp Lészlo Attila, Csoma Hajnalka, Sipiczki Matyas,
Miklés Ida. A génsorrend konzervaltsagat meghatarozd tényezok
vizsgalata a hasadd élesztOkben. Genetikai Mithelyek Magyarorszagon
XV. Jubileumi Minikonferencia, Szeptember 16, 2016, Szeged.

2. Acs-Szabo Lajos, Papp Laszlo Attila, Antunovics Zsuzsa, Karanyicz
Edina, Hadhazi Zsuzsanna, Sipiczki Matyds & Miklos Ida. A
Schizosaccharomyces  cryophilus ~ genomjanak  Osszeillesztése
konzervativ tulajdonsagok segitségével. Assembly of the genome of
Schizosaccharomyces cryophilus using conservative genomic features.
Magyar Mikrobiologiai Tarsasag 2016 évi Nagygytlése, Keszthely,
2016.

Hazai ¢és nemzetkézi konferencidn bemutatott poszterek az értekezés
témakoreben:

1. Lajos Acs-Szabo, Laszlo Attila Papp, Matthias Sipiczki, Ida Miklos.
Conserved  synteny and gene order determination in
Schizosaccharomyces. Hungarian Molecular Life Sciences, Eger, 2015.

2. Lajos Acs-Szabo, Zsuzsanna Hadhazi, Matthias Sipiczki, Ida Miklds.
How could meiotic DNA breaks define the fate of gene order in related
species? Magyar Mikrobiologiai Tarsasag 2015 évi Nagygyilése,
Budapest, 2015.
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Szakcikkek:
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2. Csoma H, Acs-Szabo L, Papp L, Sipiczki M. Application of different
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