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1. Bevezetés és célkitiizések

A feltevés, miszerint az €l6lények valtoz(hat)nak az idok soran,
mar az 6kori gondolkodok korében is megfogalmazodott. Ma mar tudjuk,
hogy a valtozdsok harom f6 szintéren jatszodnak le: a fenotipus, a
kariotipus és a DNS szekvencia szintjén. Mig a fenotipus valtozasainak
dltalaban az adaptacié a f6 mozgatérugdja, addig a DNS szekvencia
szintjén szadmos neutralis valtozas is bekovetkezik, mint példaul a
szinonim mutéciok. Talan a kariotipus esetében a legarnyaltabb a kép,
hiszen sokszor egy fajon beliil is eltéré kromoszémaszamot és mintdzatot
figyelhetiink meg. Az egy fajon beliili eltérd kromoszdémaszamok
leggyakrabban a novények kozott fordulnak eld, bar az esetiikkben a
poliploiditas kdvetkezménye az eltéré kromoszomaszam. Azonban mind
a gombak, mind az allatok kozott ismertek olyan fajok, amelyek eltérd
szamu  kromoszomakkal rendelkez6  geografiailag  elkiiloniilo
populaciokbal allnak.

Manapsag a teljes genom szekvencidk Osszehasonlitasa
lehetdséget ad a valtozasok és kapcsolatuk egyiittes vizsgalatara. Az ilyen
tipust (komparativ genomikai) elemzések vezettek példaul a teljes genom
duplikaciok felfedezéséhez, kiillonbdz6 molekularis orak kalibralasahoz
vagy a random génsorrend céafolatdhoz. Ezekbdl a kutatasokbol azonban
nem csak teoretikus kovetkeztetések vonhatok le, szamos gyakorlati
»hasznuk” is van. Példaul egy-egy jarvany esetén a komparativ genomika
segit elére jelezni bizonyos valtozasokat, amelyek megkonnyitik a

védekezést. Emellett a rokon fajok genomjainak Osszehasonlitasa



jelentdsen megkonnyitheti a megfeleld transzgén integraciot is, legyen az
kutatasi vagy gazdasagi célu.

Jelen doktori munka a gombagenomok valtozasainak bizonyos
aspektusait kivanja bemutatni, kozéppontban a hasado élesztd
(Schizosaccharomyces) genomokkal. A hasado élesztégombak az
Ascomycota torzs egyik alapi elagazasahoz tartoznak, igy sok ko6zos
tulajdonsagot Oriznek a Metazoa csoport tagjaival, igymint a relative
nagy kromoszoma méretek, a hasadasos tipust sejtosztodas, a sejtciklus-
kontroll, metabolikus utvonalak, RNS-interferencia és még sorolhatnank.
Masrészt egyediek, hiszen nagyon konzervaltak a genomjaik géntartalom
szempontjabol, mig a szekvencidik gyorsan valtoznak. A genusz
legismertebb tagja a régota kozkedvelt modell organizmusnak szamitod
Schizosaccharomyces pombe. Jelenlegi tudasunk szerint a nemzetséget ot
faj képezi, amelybol haromnak kozel kromoszoma-szintli 6sszeszerelési
allapotban van a genomja (S. pombe, S. octosporus és S. japonicus). Egy
tovabbi fajt megszekvenaltak ugyan, de nem szerelték teljesen Gssze a
genomjat (Schizosaccharomyces cryophilus), mig a legutobb leirt faj (S.
osmophilus) elérheté genom szekvenciaval jelen dolgozat sziiletésekor
még nem rendelkezett.

Annak érdekében, hogy megérthessiik a hasadd élesztdgombak
stabil genomszervezddésének genetikai és evolucios hatterét, kiillonb6zo
komparativ vizsgalatoknak kivantuk aldvetni a nemzetség azon négy
fajat, amelyek rendelkeznek ismert genom szekvenciaval.

Mivel a S. cryophilus megszekvenalt genomjanak sszeszerelése
csak részlegesen tortént meg (Rhind és mtsi., 2011), célul tliztiik ki a faj

nagy szuperkontigjainak Osszeszerelését, majd az Osszeszerelés
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validalasat kiilonb6z6 molekularis biologiai modszereket alkalmazva. Az
Osszeallitott genom szekvencia Dbirtokdban lehet6ségiink  volt
Osszehasonlitani a kromoszomak atrendezodési dinamikait kozeli és
tavoli rokon fajok esetében. Ezt kdvetden meg kivantuk vizsgalni a
kapcsolatat, a fajok kozotti DNS szintli genom konzervaltsag mértékeét.
Lehetoségiink nyilt a fajok legkozelebbi kdzos 6sétdl szarmazd genom-
szegmensek  felderitésére, majd a beazonositott szegmensek
tulajdonsagainak vizsgalatara. Végiil megkiséreltiik feltarni a konzervalt

régiok fennmaradasanak néhany lehetséges okat, azok egymasra hatasat.



2. Anyagok és modszerek

2.1. A kisérletek soran felhasznalt élesztd torzsek és tenyésztésiik

A laboratoriumi kisérleteink soran a S. pombe (L-972 hY), S.
cryophilus (CBS11777) és S. cerevisiae (S288C) vad tipusu torzseit
hasznéltuk fel, amelyeket komplex tapfolyadékokban (YEL, YPL) és
taptalajokon (YEA, YPA) szaporitottunk, illetve tartottunk fent 30°C és
25°C-on.

2.2. Az alkalmazott molekularis biologiai modszerek bemutatdsa

Specifikus DNS szakaszok iranyitott felszaporitasahoz genomi
DNS-t izolaltunk a S. cryophilus éleszté tenyészetbdl, majd kiilonb6z6
primerek segitségével amplifikaltunk DNS szekvenciakat DreamTaq
polimeraz enzim (Thermo Scientific EP0711) felhasznalasaval. A
sikeresen felszaporitott DNS szakaszokat szekvenalasnak vetettiik ald
(GeneArt és Microsynth AG szolgaltatok). A S. cryophilus kromoszoma
méreteinek meghatarozasa érdekében PFGE analizist végeztiink (Nguyen

& Gaillardin, 1997; Naumov és mtsi., 2015).
2.3. Az alkalmazott bioinformatikai modszerek bemutatdsa

A bioinformatikai elemzésekhez felhasznalt gomba genom
szekvencidkat nemzetkozi adatbazisokbol toltottiik le: Broad Institute,
NCBI, EnsemblFungi, JGI Genome Portal, Saccharomyces Database,
Saccharomyces sensu stricto és Pombase.

A hasado élesztogombdk genom szekvenciait paronkénti és

tobbszords teljes genom illesztéseknek vetettiik ald az online YASS (Noé
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& Kucherov, 2005) és az asztali gépen futtatott Mauve (Darling és mtsi.,
2010) programokkal, amelyek segitségével feltartuk a genomok
konzervalt régioit, tovabba ezek az adatok keriiltek felhasznalasra a
GRIMM algoritmussal (Tesler, 2002) végzett kromoszoma atrendezodési
vizsgalatokhoz is. Feltételezett ortolog szekvencidk azonositasahoz
BLASTp kereséseket hajtottunk végre a korabban felsorolt
adatbazisokban. Filogenetikai elemzésekhez az online Phylogeny.fr
(Dereeper ¢és mtsi, 2008), MAFFT+NJ (Katoh & Standley, 2013) és
PhyML 3.0 (Guindon és mtsi, 2010) oldalakat/algoritmusokat hasznaltuk.
A szinténikus szakaszok vizualizacidjdhoz pedig a Genome Synteny
Viewer GSV (Revanna és mtsi., 2011), SimpleSynteny (Veltri és mtsi.,
2016) és OrthoClusterDB (Ng és mtsi., 2009) online platformok keriiltek
felhasznalasara. Létrehoztunk egy adatbazist, amelyben a 4 hasado
¢élesztégomba faj (S. japonicus, S. pombe, S. octosporus és S. cryophilus)
feltételezett ortolog szekvenciai voltak megtalalhatok a genomi
koordinataikkal egyetemben. Ebben az adatbazisban olyan lokalisan
kolinearis blokkokat kerestiink manualisan, amelyek legalabb 5 gént
tartalmaztak és e gének sorrendje és iranyultsaga mind a 4 hasado éleszto
fajban megegyezett. E blokkokra ezt kdvetéen aLCB-ként hivatkozunk
(aLCB — ancestral locally collinear blocks), mivel ezeket a legkdzelebbi
kozos 6siiktol 6rokolhették a szoban forgod fajok.

Az alLCB-k fennmaradasanak és a szelekcid kapcsolatanak
vizsgalata érdekében ,,in silico” evollicios modellezéseket végeztiink egy
hazon beliil fejlesztett Python szkript és az Artificial Life Framework
(ALF) (Dalquen és mtsi., 2012) segitségével. Emellett 6sszehasonlitottuk

az aLCB-kben és azokon kiviil lokalizal6dé gének evoltcios ratait (Rhind
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és mtsi., 2011) és génszerkezetét (intron vesztés/nyerés) (Zhu & Niu.,
2013) is.

Az aLCB-k génsorrendjének fenntartdsara potencialisan hato
tényezok koziil megvizsgaltuk a funkcionalis csoportosulas (Pombase -
biologiai funkciok GO kategoériai) (Lock és mtsi, 2018) és a ko-
expresszio (Koch és mitsi., 2012) lehet6ségét, tovabba a Recl2 hasitd
helyek (Fowler és mtsi., 2014) és esszencialis gének (Pombase) lokalis
denzitasat.

Az adatok kiértékeléséhez szamos normalizacids, randomizacios
és statisztikai tesztet végeztiink el, amelyekhez a Microsoft Excel 2016

¢és Past4 (Hammer és mitsi., 2001) programokat hasznaltuk.



3. Eredmények és megbeszélésiik
3.1. 4 S. cryophilus szuperkontigok dsszerendezése és az 6sszerendezés

validalasa

Bar napjainkra rutinszerivé valt a szekvendlds és szinte
tomegesen keriilnek publikalasra az ) genomszekvencidk, egy genom
preciz Osszeszerelése €és annotalasa tovabbra is komoly kihivast jelent
(Bradnam és mtsi., 2013; Liao és mtsi., 2019). Emiatt szamos esetben a
genomszekvenciak nem is keriilnek 0sszeszerelésre, sok az igynevezett
,draft” genom allapotban marad.

Mivel a hasadd élesztok egy rendkiviil érdekes (és értékes)
csoportjat alkotjak a gombak kiralysdganak és a nemzetség egyik
tagjanak, a S. cryophilus-nak a genomja korabban nem keriilt
kromoszoma-szintli 0sszeszerelési allapotba, célul tliztiik ki a szoban
forgd genom Osszerendezését, az sszerendezés validalasat és komparativ
genomikai 0sszehasonlitasokat kozeli és tavoli rokonfajokkal egyarant,

Els6 1épésként megkiséreltiik a S. cryophilus 9 nagyméreti
szuperkontigjat 0Osszeszerelni a rokon fajok genomszekvenciai
segitségével. Mivel a korabbi munkak ramutattak, hogy a S. cryophilus
legkOzelebbi rokonai valdszinlileg 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 Mauve programmal végzett teljes genom illesztések
megerdsitették Helston és mtsi (2010) ¢és Rhind és mtsi (2011)

eredményeit, miszerint valoban a S. octosporus a S. cryophilus
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legkdzelebbi rokona, hiszen sokkal nagyobb kiterjedésti lokalisan
kolinearis blokkok (LCB-k) voltak azonosithatok a fajok kdzott, mint az
S. cryophilus — S. pombe fajpar esetében. Ugyanakkor meggy6zédhettiink
arrol is, hogy még ilyen nagyfoku genom konzervaltsag mellett sem lehet
pusztan a szinténikus kapcsolatokra hagyatkozva Osszeilleszteni egy
genomot. Ugyanis a S. cryophilus szuperkontigjainak tjrarendezése
mer6ben mas sorrendet eredményezett a hasznalt referenciafajok
fliggvényében.

Ezért megprobaltunk erdésen konzervalt ,horgonypontokat”
keresni a S. cryophilus és rokonfajai szekvenciaiban, amelyek tampontul
szolgalhattak az Osszeillesztéshez. A S. pombe és S. octosporus
pericentromerikus és szubtelomerikus génjeinek segitségével sikertilt
beazonositanunk a S. cryophilus Gsszes pericentromerikus és négy
szubtelomerikus kontigvégeit. A pericentromerikusnak vélt kontigvégek
esetében tovabbi bizonyitéknak szamitott, hogy tRNS kodolo gének
klasztereit is megtalaltuk ezekben a régidkban, hasonldan a kozeli rokon
fajokhoz (Kuhn és mtsi., 1991; Rhind és mtsi., 2011; Tong és mtsi.,
2019). Habar a szubtelomerikus régiok esetében nem sikeriilt az 6sszeset
beazonositani, egy feltételezett szubtelomerikus vég esetében (Sc7) rDNS
klaszterre utal6 szekvenciakat is talaltunk, amely tovabbi bizonyitékként
szolgalt az adott régid szubtelomerikus voltara (Pasero & Marilley,
1993).

Ez 1) ismeretek birtokdban ujrarendeztik a S. cryophilus
szuperkontigjait és a rokon fajokhoz torténd hasonlitds soran a

korabbiakhoz képest egy sokkal rendezettebb képet kaptunk.



Eredményeink alapjan a kovetkezd szuperkontig sorrendet javasoltuk:
Sc3-Sc9-Scl (Chrl); Sc7-Sc5-Sc8-Sc6 (Chrll); Sc4-Sc2 (Chrlll).

A sem pericentromerikus, sem szubtelomerikus Sc9-Sc1 és Sc5-
Sc8-Sc6 szuperkontigok Osszetartozasanak bizonyitasa érdekében PCR
reakcidkat terveztiink és hajtottunk végre. A sikeres reakciok
alatamasztottak a bioinformatikai eredményeinket az Osszetartozonak
veélt szuperkontigok esetében.

Habar a bioinformatikai eredmények és PCR-es validacio alapjan
a javasolt szuperkontig sorrend megfelelonek tiint, tovabbi bizonyossag
szerzése céljabol PFGE elemzésnek is alavetettik a S. cryophilus
kromoszomait. Megerdsitettiik azt a felvetést, miszerint a S. cryophilus
0Y26 torzse is 3 jol elkiilonithetd kromoszomaval rendelkezik, mint az
egyéb hasado élesztd torzsek tulnyomo tobbsége (Rhind és mtsi., 2011).
Azt is megfigyelhettiik, hogy a S. cryophilus kromoszoma méretei
valamelyest eltérnek a S. pombe kromoszomainak méreteitdl, de
szekvenciak alapjan becsiilt méretekrdl is. Az eltérések valosziniileg a
centromerek, telomerek és rDNS ismétlddések ismeretlen kiterjedésébol
szarmaztak.

Ezt a feltevést ellenérizendd, megkiséreltiik 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
ismétlodések lokalizacigjat PCR-rel kivantuk megallapitani. Két
feltételezett esetbdl (Sc3 és Sc7) egyet tudtunk kisérletesen is bizonyitani
(Sc7), de ettdl fiiggetleniil a kdzvetett bizonyitékok arra utaltak, hogy az

altalunk javasolt kromoszomafelépités megfeleld lehet.
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Egy nemrégiben megjelent tanulmany, amelyben harmadik
generacios modszerrel Ujraszekvenaltak a hasadd élesztdé genomokat,
megerdsitette az eredményeinket (Tong és mitsi., 2019). Csupan egy
eltérést mutattak ki, ugyanis egy centromerikus atkeresztezodés az Sc7 és
Sc4 kontigok cseréjét eredményezte. A centromer szekvenciak ismerete
hianyaban az altalunk alkalmazott modszerek nem voltak képesek fényt
deriteni e valtozasra. Mindazonaltal a késébbi eredményeket ez a valtozas

nem befolyasolta.

3.2. A S. cryophilus genom dsszevetése kozeli és tavoli rokon fajokkal

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

Kimutattuk, hogy a S. octosporus genomhoz képest szamos
kromoszomakat érint6 valtozas érte a S. cryophilus genomjat, amelyek
foleg interkromoszomalis transzlokaciok voltak €s nagyméretii régiokat
érintettek. Eredményeink arra az érdekességre is ravilagitottak, hogy az
inverziok szama jelentésen megnovekedett a filogenetikai tavolsag
novekedésével. Tehat a S. cryophilus — S. pombe 6sszehasonlitisa soran
mar az inverziok szama volt jelentds a transzlokaciokkal szemben.

Rhind és mtsi (2011) komparativ genomikai tanulmanyukban
bemutattak, hogy a hasadd éleszté genomok géntartalma rendkiviil
konzervalt példaul a hasonldo divergencia id6kkel rendelkez6
Saccharomyces nemzetséghez képest. Ezért megvizsgaltuk a kozelebbi
rokon S. cerevisiae — S. uvarum és tavolabbi rokon S. cerevisiae — N.
castelli fajparokat is hasonld megkdzelitéssel, mint a hasado élesztéket.
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Ha az 0Osszes megfigyelt atrendezddést figyelembe vettiik, akkor
szamottevien tobb atrendez6dés érhette a sarjadzo élesztdé genomokat,
mint a hasado6 élesztoket. Viszont, ha kizartuk a szubtelomerikus régioban
bekovetkezd valtozasokat (mivel azok hajlamosak az atrendezodésekre,
Fischer ¢és mtsi, 2001), akkor egészen mas kovetkeztetéseket vonhattunk
le. A szigoribb megkozelitéssel feltart atrendezodések szama a S.
cerevisiae — S. uvarum esetében megegyezett a Fischer és mtsi (2000,
2001) altal becsiilt értékekkel. Viszont ebben az esetben a hasado élesztok
kromoszomain aranyaiban sokkal tobb nagy méretli régidkat érintd
atrendezodés kovetkezhetett be, mint a vizsgalt sarjadzd élesztd
genomokban. A hasadd élesztok konzervalt géntartalma alapjan arra
szamitottunk, hogy kevesebb atrendezddést figyelhetiink majd meg. Az
atrendezdodések tipusait vizsgalva hasonl6 tendenciat figyelhettiink meg a
sarjadzo élesztok esetében is, miszerint a filogenetikai tavolsaggal
novekszik az inverziok szama.

E megfigyelések alapjan felmeriilhet a kérdés, hogy a
transzlokaciok toleralhatobbak lennének az inverzidkndl kisebb
evolucios léptékben? Mivel mind a transzlokaciok, mind az inverziok
egyarant hatassal lehetnek a teljes genom génexpresszids mintazatara,
ezaltal fokozva vagy csokkentve az adott él6lény fittneszét, tovabba
képesek reproduktiv izolacio eldidézésére, ez a feltevés nem valoszin(
(Lowry & Willis, 2010; Avelar és mtsi., 2013; Zanders és mtsi., 2014;
Naumov ¢és mtsi., 2015). Feltételezéseink szerint inkabb az
atrendezodéseket el6segitd vagy okozd hatasok mechanizmusa kedvezhet
a transzlokacioknak. Ezzel egybehangzdan az is elképzelhetd, hogy a

nagyobb filogenetikai tavokon is talstlyban maradnak a transzlokaciok,
11



egyszerlien a bekdvetkezett inverziok mossak el a transzlokaciok nyomait

(Seoighe és mtsi., 2000).

3.3. Strukturalis és szekvencia evolicio dsszehasonlitdsa a hasado
élesztokben

Nyilvanvalo valt, hogy a nagy aranyu géntartalom konzervaltsag
ellenére elég sok atrendezddés érhette az eldzdekben vizsgalt harom
hasado ¢leszt6 faj genomjat, tovabba a fajok meglepden gyors szekvencia
evolucios ratat mutatnak (Helston és mtsi., 2010; Rhind és mtsi., 2011).
Ezért kivancsiak voltunk, hogy mutat-e korrelaciét a hasado élesztok
strukturalis és szekvencia evolucidja? E vizsgalatokba mar bevontuk a S.
japonicus-t is referenciaként, hiszen ez a faj a nemzetség legkorabbi
ledgazasa.

Bebizonyitottuk, hogy a hasado élesztdk szekvencia- és
strukturalis evolucioja erds pozitiv korrelaciot mutat, hasonloan példaul
a Lachancea, Verticillium és szamos Metazoa nemzetséghez, de eltéréen
az Aspergillus nemzetségt6l (Burt és mtsi., 1999; Coghlan & Wolfe,
2002; Sharakhov és mtsi., 2002; Galagan és mtsi., 2005; Vakirlis és mtsi.,
2016; Shi-Kunne és mtsi., 2018).

Megallapitottuk azt is, hogy a strukturalis evolicid szemszogébol
a S. japonicus-hoz képest a masik harom faj kozel ugyanolyan mértékii
divergenciaval rendelkezik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy nagyon
egyenletes a valtozasok dinamikaja a genomjaikban. Egy mas
megkozelitést alkalmazo tanulmény ugyanerre a kovetkeztetésre jutott
egyeb Taphrinomycotina fajok bevonasaval is (Rajeh és mtsi., 2018). Ez

az eredmény mindenképp meglepd, ha figyelembe vesszik a
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nemzetségen beliili, egyébirant jelentds filogenetikai tavolsagokat.
Elképzelhetonek tartjuk — mivel a Taphrinomycotina altdrzsbe tartozo
fajok tOobbsége eléggé spezializalodott életmodot kévet — hogy az
¢életmodjuk allhat a kimagasloan erds szekvencia- és struktara valtozasok

korrelacioinak hatterében.

3.4. Genom konzervdltsdg és dsi kolinedris blokkok azonositasa a
hasado éleszté genomokban

Eredményeink arra is ravilagitottak, hogy kozel egyenlé mértéki
a konzervaltsag nukleotid szinten a fajok kozott a S. japonicus
perspektivdjabol. S6t, nemcsak a konzervalt régidk Osszesitett mérete,
hanem a szegmensek egyéni méreteinek megoszlasa is szignifikans
hasonlosaggal birt. Ez arra engedett kovetkeztetni, hogy hasonlé régiok
maradhattak valtozatlanok a hasado éleszté genomokban. Ezt a feltevést
erésitette meg a fajok azon genomi régidinak feltarasa, amelyek
minimum 5 (atlagosan 8) ugyanolyan sorrenddel és iranyultsaggal
rendelkez6 ortolog génbél alltak (aLCB-k). Eredményeink alapjan a
vizsgalt genomok géntartalmanak 40-42%-a ilyen aLCB-kben
helyezkedik el és valdszinii, hogy ezek a blokkok a legkdzelebbi kozos
6s génsorrend;jét tiikkrozik. Ha figyelembe vessziik, hogy példaul a fugu
(gobmbhal) és human genom kisebb mértékii szekvencia divergenciat
mutat, mint a vizsgalt élesztok, ennek ellenére 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 nemzetséget az Ascomycota
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torzsben, ahol ilyen mértékii szekvencia divergencia mellett ilyen

mértékii génsorrend konzervaltsag lenne megfigyelhetd.

3.5. Az Gsi kolinedris blokkok fennmaradasa és a természetes szelekcio
kapcsolata

A kolinedris blokkok, szomszédos génparok létezése, amelyek
megfigyelhetdk kiillonb6z6 genomokban, lehetnek a szelekcid vagy a
véletlen kovetkezményei (Hurst és mtsi., 2004). Az elébbi esetében
elonyds, ha bizonyos gének szomszédosak maradnak a megfeleld
regulaci6 vagy ko-expresszid6 miatt. A mdsik esetben a génparok
szétvalnak, majd Ujra egymds mellé keriilnek a sok atrendezddésnek
koszonhetéen. Mivel a hasado élesztok esetében a géntartalom 40-42%-a
aLCB-kben helyezkedik el, a véletlen hatasa minimalizalhatd. Inkabb az
a kérdés, hogy a megfigyelt konzervaltsag ,,csupan” az 6si génsorrend
maradvanya vagy netan a szelekcio is kozrejatszik a fenntartasukban?

A kérdés megvalaszolasara kiilonbozo ,,in silico” modelleket
hasznaltunk és mind a neutralis megkozelités, mint a filogenetikai
modszer (ALF) ugyanazt az eredményt sugallta. A szimulaciok alapjan
az aLCB-k fennmaradasa nem lehet csupan a véletlen miive, mivel
egyetlen teszt-eredmény sem kozelitette meg a valosagban megfigyelhetd
értekeket az aLCB-k atlagos géntartalmat tekintve. Feltevésiink szerint az

aLCB-k fenntarto szelekcio alatt allnak.

3.6. Az ési kolinedris blokkok lehetséges eredete

Ha az aLCB-k génsorrendje a legkdzelebbi kozos 6stdl ered és

szelekcios hatas alatt is all, van némi esély arra, hogy hasonlo
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génsorrendeket figyelhessiink meg egyéb Taphrinomycotina fajok
(Pneumocystis murina, Taphrina deformans, Protomyces lactucae-
debilis, Saitoella complicata és Neolecta irregularis) esetében is. Habar
kisebb méretli kolinearis régiokat megfigyelhettiink a vizsgalt fajparok
kozott, relevans szamu blokk nem volt azonosithato.

Filogenetikai szempontbol tavolabbi fajok bevonasa is hasonlo
eredményt hozott, tehat a vizsgalt aLCB-k génsorrendje csak a hasado
élesztokre jellemz6. Azonban mindenképp fontosnak tartjuk
megjegyezni, hogy szamottevéen tobb szomszédos génpart sikeriilt
beazonositani a fonalas fajok genomjaiban (Aspergillus nidulans, Botrytis
cinerea, Neurospora crassa), mint a sarjadzo élesztd genomokban
(Yarrowia lipolytica, Debaryomyces hansenii, Meyerozima
guilliermondii). Ez az eredmény egybevag azzal a feltételezéssel,
miszerint a modern élesztok Osei fonalas gombak voltak és lehetséges,
hogy a megfigyelt génsorrendbeli hasonlésagok a fonalas 6sok
génsorrend;jét tiikrozik (Berbee & Taylor, 1993; Sipiczki, 2000; Nagy és
mtsi., 2014).

3.7. Az dsi kolinearis blokkok konzervdaltsaga szekvencia szinten

Miutan meggy6zodtiink arrdl, hogy a megfigyelt génsorrend
leginkabb a hasado élesztokre jellemz6, kivancsiak voltunk, hogy vajon
az alLCB-kben lokalizalédé szekvencidk nagyobb konzervaltsagot
mutatnak-e a genom egyéb régidiban elhelyezked6 szekvenciakhoz
képest. Ezt vizsgaland6, Osszehasonlitottuk tobb mint 4200 protein
szekvencia evollcios ratajat az aLCB-ken beliil, illetve azokon kiviil is.

Meglepetésiinkre nem volt szignifikans kiilonbség a két csoport kozott.
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Ennek fényében megallapithato, hogy az aLCB-ken beliil lokalizal6do
gének szekvenciai hasonld mértékii valtozékonysagot mutatnak, mint a
genom egyéb régidiban elhelyezked6k. Az intront vesztett vagy nyert
gének vizsgalata is hasonld eredményre vezetett.

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

amelyeket az dtrendezddések nem is érintettek (Avelar és mtsi., 2013).

3.8. 4 hasado élesztogombak stabil génsorrendjének lehetséges okai

Szamos tényezd jatszhat kozre a hasadd élesztok stabil
génsorrendjének fenntartdsdban. Egy lehetséges ok az atrendezddések
altal potencialisan okozott reproduktiv izolaci6. A nagy régidkat érintd
atrendezodések, tigymint az interkromoszomalis transzlokaciok eltérd
méretii kromoszomakhoz vezethetnek, amelyek negativ hatassal lehetnek
a szexualis ciklusra (pl. nem megfelelé kromatid parosodas a mei6zisban)
(Avelar és mtsi., 2013; Zanders és mtsi., 2014; Naumov és mtsi., 2015;
Jeffares €s mtsi., 2017). Fliggetleniil attol, hogy a képzddod uj struktara-
variansok elonyokkel rendelkezhetnek bizonyos kornyezeti koriilmények
kozott, az életképes utod létrehozasanak ellehetetleniilése nagy hatranyt
jelenthet egy folyamatosan valtozé élettérben, kiilondsen a haploid fajok
esetében (Avelar és mtsi., 2013; Zanders és mtsi., 2014; Naumov és mtsi.,
2015; Jeffares és mitsi., 2017). Tovabba, szamos tanulmany bizonyitja,
hogy a szexualis ciklus okozta genetikai valtozasok jobban eldsegitik az
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adaptaciot, mint a spontdn mutaciok vagy atrendezodések (Takouridis €s
mtsi., 2015; McDonald és mtsi., 2016; Scheuerl & Stelzer, 2017; Tusso
és mtsi., 2019). Az atrendezddések altal kivaltott reproduktiv izolacid
mellett az is az atrendezOdések ellen hathat, hogy a S. pombe
genomszekvenciajanak kozel 90%-a funkcioval rendelkezik (Gretch és
mtsi., 2019). fgy a funkcioval rendelkezé régiokban bekovetkezd
valtozasok ellen is hathat a szelekcio, mivel a funkcidvesztés hosszu
tavon hatranyt jelenthet, bizonyos valtozasok akar letalisak is lehetnek
(Avelar és mtsi., 2013; Zanders és mtsi., 2014, Naseeb és mtsi., 2016). A
hasadé éleszté ¢és sarjadzo éleszté genomokban bekovetkezett
atrendezodések becsiilt értékeinek 6sszehasonlitdsa is azt mutatta, hogy
fliggetleniil a hasonld divergencia idoktél, a hasadd élesztokben
Osszességében kevesebb valtozas tortént.

Tovabbi ok lehet az is, hogy a szomszédos gének kozos
transzkripcios szabalyozas alatt allnak, esetleg funkcionalis csoportokat
alkotnak. Ez elég gyakori jelenségnek szamit a magasabb rendili eukariota
élolények korében, de érdekes modon, az ilyen funkcionalis
csoportosulasok hajlamosak az atrendezodésekre, megadvan ezzel a
lehetdséget uj funkcionalis csoportok kialakitasara (Hurst és mtsi., 2004;
Poyatos & Hurst, 2006; Liu & Han, 2009; Al-Shahrour és mtsi., 2010;
Davila Lopez és mtsi., 2010; Noble & Andrianopoulos, 2013). Ebbél
kovetkezéen, a funkcionalis csoportosulds nem szolgalhat minden
esetben magyarazattal a hosszu tavi génsorrend megdrzddésre.
Mindemellett Tuller és mtsi (2009) nem tudtak kimutatni egyértelmii
funkcionalis csoportosulasokat a S. pombe genomjaban. A mi

eredményeinkbdl is ez a kovetkeztetés vonhatd le. Habar egyértelmiien
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kimutattuk, hogy meghatarozott funkcioval (GO kategoriak) rendelkezd
gének hajlamosabbak az alLCB-kben csoportosulni, a csoportosulas nem
a funkciohoz kotott, mivel egy aLCB-n belill ritkan voltak ugyanabba a
GO kategoriaba tartozd gének megtalalhatok és e gének ko-expresszioja
sem mutatott magasabb értékeket az egyéb régiokban lokalizalodo gének
ko-expressziojahoz képest. Talan a kromoszémak 3D-s konformacioi
felfedhetnének funkcionalis csoportosulasokat, azonban az ilyen tipust
vizsgalatok talmutatnak e doktori tanulmany célkitiizésein (Tanizawa és
mtsi., 2010; Gong és mtsi., 2015). Az adataink inkabb azt sejtetik, hogy
azon GO kategoriak génjei lokalizalodnak az aLCB-kben, amelyek kozott
nagyobb aranyu az esszencialis gének szama, tovabba kisebb aranyl a
kozeliikben elhelyezkedd Recl2 hasitohelyek szama. Ezek az
eredmények Osszhangban vannak Poyatos & Hurst (2006)
eredményeivel, miszerint az esszencialis gének lokalis denzitasa, tovabba
a rekombinacios forropontok nagyban hozzdjarulhatnak a génsorrend

megOrzéséhez, illetve valtozasadhoz a sarjadzé éleszté genomokban is.
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4. Osszefoglalas

Mara teljes mértékben elfogadottd valt a nézet, miszerint az
eukaridta génsorrend sem véletlenszerii. Szdmos bizonyiték tamasztja ala
ezt a feltételezést, igymint a hasonl6 funkcidval rendelkezd vagy egy
metabolikus utvonalhoz tartozé gének ko-lokalizacidja, szomszédos
gének ko-expresszidja €s ko-reguldcidja. Tovabbi bizonyiték a nem
véletlenszerli génsorrendre a lokalis atrendezddések altal okozott globalis
transzkripcidos mintazat megvaltozasa. De ide sorolhatjuk a transzgén
integraciok valtozatos kimeneteleit is. A génsorrend konzervaltsagat
fenntarto tényezok vizsgalatara kivaloan alkalmasak a kiillonboz6 élesztd
modellszervezetek, mivel azok kisméretli, 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 élesztégomba
(Schizosaccharomyces) modellszervezetek genomszekvenciait vettiik
gorcso ala, vizsgalva a genomjaik altal elszenvedett evolucios 1éptéki
valtozasokat és valaszokat keresve a rendkiviil stabil génsorrendjiik
fenntartasaval kapcsolatos kérdésekre. Munkénk soran fOleg
szamitogépes modszereket alkalmaztunk, azonban néhany kisérlettel is
kiegészitettiik a vizsgalatainkat.

Mivel az S. cryophilus genomjat megszekvenaltak ugyan, de
Osszeallitasra nem keriilt (Rhind és mtsi., 2011), els6 1épésként e faj nagy
méretli szuperkontigjait kivantuk 6sszeszerelni. Ehhez kozeli rokon fajok

(S. pombe és S. octosporus) szinténikus kapcsolatait hasznaltuk fel, majd
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az 0sszeszerelést kiillonb6zo molekularis bioldgiai modszerekkel (PCR és
PFGE) validaltuk. A teljes genom szekvenciak Osszehasonlitasa és a
genomokat ért atrendezddések feltarasa soran megallapitottuk, hogy a S.
cryophilus legkozelebbi rokona a kromoszéma struktura alapjan is a S.
octosporus. Kideriilt, hogy a genomokat ért atrendezédések koziil az
interkromoszomalis transzlokaciok voltak a leggyakoribbak, az inverziok
szama csak a filogenetikai tavolsag novekedésével keriilt talstlyba.
Hasonl6 divergencia idejii Saccharomycotina fajok esetében is hasonlo
tendencia volt megfigyelhetd, bar az esetiikben nagyobb szam, de kisebb
régiodkat érintd valtozasok kovetkeztek be.

A nemzetség legkorabbi ledgazasanak szamitdé S. japonicus
bevondsaval megallapitottuk, hogy a hasadé élesztok esetében a
szekvencia ¢€s strukturalis valtozasok erds pozitiv korrelaciot mutatnak,
tovabba a masik 3 faj kozel hasonld atrendezddési dinamikat mutat a
referencia fajhoz képest. Emellett a teljes genom illesztések azt is elére
vetitették, hogy szamos esetben az eltérd fajok ugyanazon genomi régioi
maradhattak valtozatlanok.

Ez a feltevés megerdsités nyert, amikor is a négy faj feltételezett
koz0s ortologjainak beazonositasa soran olyan lokalisan kolinearis
blokkok (aLCB-k) keriiltek feltarasra, amelyek legalabb 5 azonos
sorrendl és iranyultsaga génbdl alltak. Ilyen aLCB-kben lokalizalodik a
genomok géntartalmanak 40-42%-a (2055 gén). Ezek az alLCB-k
kiilonb6z6 szamitogépes modellezések alapjan nem lehetnek csupan a
legkozelebbi  kozds 6s  génsorrendjének maradvanyai, hanem
valészinlileg a szelekcid is hatassal lehet a fenntartasukra. Viszont az

aLCB-k génsorrendje a komparativ vizsgalatok alapjan a hasado
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¢lesztokre jellemzd, mivel a vizsgalatba bevont egyéb gomba fajok
genomjaiban nem lehetett hasonld aLCB-ket talalni. Meglep6 modon a
P. murina és a fonalas gombak genomjaiban tobb szomszédos génpart
lehetett azonositani, mint a sarjadzd élesztk vagy egyéb gombak
genomjaiban.

Az aLL.CB-k ¢s az azokon kiviil es6 régiok 6sszehasonlitasa soran
kideriilt, hogy a szekvencidk valtozasainak (protein evolucids rata és
intron vesztés/nyerés) dinamikéaja kozott nincs érdemi kiilonbség, tehat
hiaba nagy a konzervaltsag a génsorrendet tekintve, maguk a szekvenciak
az aLCB-ken beliil is ugyanolyan valtozékonyak, mint a genomok egyéb
régioi.

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy bizonyos biologiai
funkciokat ellatd gének (GO kategoriak) hajlamosabbak az alLCB-kben
csoportosulni, mint masok. Bar a szoban forgd 13 GO kategoria
statisztikailag szignifikans modon lokalizalodik az al.CB-kben, de
elhelyezkedésiik diszperz, tehdt nem egy funkcidt ellatd gének
csoportosulnak egymas kozelében. Tovabbi érdekesség, hogy az aLCB-k
génjei esetében a ko-expresszid értéke sem magasabb, mint az egyéb
régiokban lokalizalédd gének értékei. Viszont megallapitottuk, hogy a
szignifikans GO kategoriak génjei kdzott magasabb az esszencialis gének
aranya ¢és joval kevesebb a kornyékiikon talalhaté Recl2 hasitohelyek
szama. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az aLCB-k fennmaradasaban
nagy szerepet jatszhat az esszencialis gének és Rec12 hasitohelyek lokalis
denzitasa. Meggy6z6désiink, hogy eredményeink hozzajarulnak a hasadd
jatszo jelenségek megismeréséhez, megértéséhez.
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5. Tézisek

1) Sikeresen kromoszoma szinti 6sszeszerelési allapotba hoztuk a
S. cryophilus szuperkontigjait a rokon fajokkal vald szinténikus
kapcsolatok, tovabba a pericentromerikus ¢s szubtelomerikus régiok
kolinearis génsorrendjeinek segitségével. Bioinformatikai eredményeink
alapjan a Sc3-Sc9-Scl (Chrl); Sc7-Sc5-Sc8-Sc6 (Chrll); Sc4-Sc2
(ChrlIl) sorrendet javasoltuk.

2) Molekularis biologiai technikdkkal validaltuk 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 kromoszomak méreteiket tekintve eltérnek a jol
ismert S. pombe kromoszoma méreteit6l. Tovabba sikeresen kimutattunk

egy rDNS klasztert is az egyik kromoszoma karon.

3) Szamitogépes modszerekkel megbecsiiltiik, hogy mennyi és
milyen tipust atrendezddések formalhattak 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 atrendezédések

tekintetében is a S. octosporus a leghasonlobb a S. cryophilus-hoz.

4) Kimutattuk, = hogy az  atrendezddések  kozil az
interkromoszomalis transzlokaciok voltak tulstilyban, az inverziok szama

csak a filogenetikai tavolsag novekedésével emelkedett.
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5) Osszehasonlitottuk az 4trendezddések tipusa és mennyisége
szempontjabol a hasado éleszté genomokat hasonld divergencia iddvel
rendelkez6 sarjadzo élesztd genomokkal. Bar 0sszességében tobb
atrendez6dési esemény érhette a sarjadzo élesztOket, a hasado élesztd
genomok szenvedték el a nagyobb méretii régidkat érintd valtozasokat.
Erdekes médon a sarjadzo élesztd genomok is hasonld tendenciat
mutattak, miszerint eleinte a transzlokaciok voltak talsulyban, az

inverziok csak a filogenetikai tavolsag ndvekedésével keriiltek tulstlyba.

6) Tovabbi elemzéseinkbe bevontuk a hasadd élesztok
legdivergensebb tagjat, a S. japonicus-t is, és e fajt hasznalva
referenciaként kimutattuk, hogy a hasado <¢lesztd genomokban a
strukturalis- és szekvencia valtozasok dinamikaja rendkiviil erés pozitiv

korrelaciot mutat.

7) Megallapitottuk, hogy a vizsgalt fajok genomjaiban az
atrendezddések nagyon egyenletesen kdvetkeztek be, mivel a tobbi
hasadé éleszté faj kozel ugyanolyan mértékii kromoszoma-strukturalis

divergenciat mutatott a S. japonicus-hoz képest.

8) Feltartuk a genomok legkonzervaltabb részeit és legalabb 5
génbdl allo kolinearis régiokat azonositottunk (aLCB-k). E blokkok
génsorrendjét az élesztok valoszinileg a legkdzelebbi kozos Osiiktél
orokolhették. Ilyen aLCB-kben lokalizalodik a genomok géntartalmanak
40-42%-a.
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9) Szamitogépes szimulaciokat alkalmazva kimutattuk, hogy az
aL.CB-k génsorrendje nem csak az 6si génsorrend maradvanya, hanem

szelekceios hatas alatt is allhat.

10) Megéllapitottuk, hogy az aLCB-k génsorrendje bar hasadd
¢élesztd specifikus, de tiikrozhetik egy fonalas 6s génsorrendjét is, mivel
a vizsgalt aLCB-k génsorrendje jobban hasonlit a fonalas gombak

génsorrendjére, mint a sarjadz6 élesztd fajok génsorrendjére.

11) Kimutattuk, hogy az aLCB-ken beliil lokalizal6ddo gének
szekvencia ¢és strukturdlis (intron vesztés/nyerés) valtozasai nem
torténnek alacsonyabb intenzitassal, mint a genomok egyéb régidiban

elhelyezked6 gének esetében.

12) Eredményeink azt sugalltdk, hogy bizonyos biologiai
funkciokhoz (13 GO kategoria) kdthetd gének szignifikdnsan nagyobb
aranyban hajlamosak az alLCB-kben csoportosulni, mint masok.
Mindazonaltal e GO kategoriak génjei is szétszort elhelyezkedést
mutatnak a kromoszémakon, tehat az egy bioldgiai funkcidohoz kothetd

gének nem szomszédosak az aLCB-kben.

13) Az aL.CB-kben elhelyezkedd gének ko-expresszios értékei nem
magasabbak, mint a genom egyéb részeiben elhelyezkedé szomszédos
gének ko-expresszios értekei, de szignifikansan magasabbak, mint a teljes

genomra vonatkoztatott atlagérték.
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14) Felfedtiik, hogy az alLCB-kben csoportosuld GO kategoriak
génjei kozott magasabb az esszencialis gének aranya, ugyanakkor

kevesebb a gének kornyékén lokalizalodo Rec12 hasitohelyek szama.
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6. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom személyek sokasagéanak, de legféképpen
Istennek, aki végig vezetett ezen az uton.

Hala és koszonet illeti témavezetomet, Galné Dr. Miklos Idat
kitarté tdmogatisaért, tlrelméért, nyitottsagaért, aki tandcsaival
mindvégig segitette a munkamat és tartotta bennem a lelket. Koszonettel
tartozom prof. Dr. Sipiczki Matyasnak, aki szakmai beszélgetéseink
soran észrevételeivel segitette a munkamat és biztatott a dolgozat
megirasara. Koszonom Dr. Papp Laszlo Attilanak, baratomnak a sok
biztatast, szakmai beszélgetést és a PCR-es kisérletek, szkriptelések
elvégzését. Szeretnék kdszonetet mondani Dr. Batta Gyula Gabornak,
els6 témavezetOmnek, aki megtanitott az alapokra és megszerettette
velem a molekularis biologiat, genetikat. Koszonettel tartozom Dr.
Csoma Hajnalkanak, aki sokat biztatott, lelkesitett a doktori munka soran.
Koszonet illeti Dr. Antunovics Zsuzsat a PFGE vizsgalatok elvégzéséért.
Szeretnék koOszonetet mondani a Genetikai és  Alkalmazott
Mikrobiologiai Tanszék technikusainak: Lakatos Zoltannénak, Olah
Anitanak, Struba-Hegediis Szilvianak, Kiss Zoltannénak és Bordanné
Kovacs Anitanak, akik sok terhet levettek a vallamrol a doktori munkan
kiviili projekt-feladatok teljesitése soran.
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1. Introduction and aims

The assumption that organisms change over time was already
held by ancient thinkers. Nowadays we know that change occurs at three
main levels: phenotype, karyotype and DNA sequence. While adaptation
is usually the main driver of phenotypic changes, many neutral changes,
such as synonymous mutations, could occur at the DNA sequence level.
The picture is perhaps most nuanced for karyotype, where we often
observe different chromosome numbers and patterns within a species.
Different chromosome numbers within a species are most common
among plants, although in their case the different chromosome number is
a consequence of polyploidy. However, both fungi and animals are
known to be composed of geographically distinct populations with
different numbers of chromosomes.

Nowadays, comparing whole genome sequences gives the
opportunity to study the changes and their relationship together. This type
of (comparative genomics) analysis has led, for example, to the discovery
of whole genome duplications, the calibration of different molecular
clocks or the refutation of random gene order. However, these studies do
not only lead to theoretical conclusions, they also have many practical
"benefits”. For example, in the event of an epidemic, comparative
genomics helps to predict certain changes that will facilitate control. In
addition, comparing genomes of related species can also facilitate
appropriate transgene integration, whether for research or economic

purposes.
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The aims of this present thesis are to describe some aspects of
changes in the fungal genomes, focusing on the fission yeast
(Schizosaccharomyces) genomes. Fission yeasts belong to a basal branch
of the phylum Ascomycota and thus share many features with members
of the Metazoa group, such as relatively large chromosome sizes, fission-
type cell division, cell cycle control, metabolic pathways, RNA
interference and many more. On the other hand, they are unique in that
their genomes are highly conserved in terms of gene content, while their
sequences change rapidly. The best-known member of the genus is the
Schizosaccharomyces pombe, which has long been a popular model
organism. To our current knowledge, the genus comprises five species,
three of which have their genomes assembled to near chromosome level
(S. pombe, S. octosporus and S. japonicus). One additional species has
been sequenced but not fully assembled (Schizosaccharomyces
cryophilus), while the most recently described species (S. osmophilus) did
not have an available genome sequence at the time of writing.

In order to understand the genetic and evolutionary background
of the stable genome organization in fission yeasts, we wanted to subject
the four species of the genus with known genome sequences to different
comparative studies.

As the assembly of the sequenced genome of S. cryophilus has
only been partially assembled (Rhind et al., 2011), we aimed to assemble
large supercontigs of the species and then validate the assembly using
different molecular biology methods. With the assembled genome
sequence, we were able to compare chromosome rearrangement

dynamics in closely and distantly related species. Subsequently, we
30



wanted to investigate the relationship between the evolution of fission
yeast sequence and chromosome structure, and the degree of genome
conservation at the DNA level among the species. We were able to
identify genomic segments from the closest common ancestor of the
species and then investigate the properties of the identified segments.
Finally, we attempted to explore some of the possible reasons for the
persistence of conserved regions and their interactions.
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2. Materials and methods
2.1. Yeast strains used in the experiments and their cultivation

In our laboratory experiments, wild-type strains of S. pombe (L-
972 h-), S. cryophilus (CBS11777) and S. cerevisiae (S288C) were used.
The strains were grown in liquid media (YEL, YPL) and maintained on
solid media (YEA, YPA) at 30°C and 25°C.

2.2. Methods of molecular biology used in the study

For the directed amplification of specific DNA sequences,
genomic DNA was isolated from S. cryophilus yeast culture and
amplified using different primers with the DreamTag polymerase enzyme
(Thermo Scientific EP0O711). Successfully amplified DNA sequences
were subjected to sequencing (GeneArt and Microsynth AG providers).
PFGE analysis was performed to determine the chromosome sizes of S.
cryophilus (Nguyen & Gaillardin, 1997; Naumov et al., 2015).

2.3. Presentation of bioinformatics methods used

The fungal genome sequences used for bioinformatics analyses
were downloaded from international databases: the Broad Institute,
NCBI, EnsemblFungi, JGI Genome Portal, Saccharomyces Database,
Saccharomyces sensu stricto and Pombase.

The fission yeast genome sequences were subjected to pairwise
and multiple whole genome alignments using the online YASS (No¢ &
Kucherov, 2005) and desktop Mauve (Darling et al., 2010) programs to

detect conserved regions of the genomes, and these data were also used
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for chromosome rearrangement analyses using the GRIMM algorithm
(Tesler, 2002). BLASTp searches were performed to identify putative
orthologous sequences in the databases listed previously. For
phylogenetic analyses, we used the online Phylogeny.fr (Dereeper et al.,
2008), MAFFT+NJ (Katoh & Standley, 2013) and PhyML 3.0 (Guindon
et al., 2010) sites/algorithms. For the visualization of syntenic regions,
the online platforms Genome Synteny Viewer GSV (Revanna et al.,
2011), SimpleSynteny (Veltri et al., 2016) and OrthoClusterDB (Ng et
al., 2009) were used. A database was created containing putative
orthologous sequences of the four fission yeast species (S. japonicus, S.
pombe, S. octosporus and S. cryophilus) along with their genomic
coordinates. In this database, we manually searched for locally colinear
blocks that contained at least 5 genes and the sequence and orientation of
these genes were the same in all four fission yeast species. These blocks
are then referred to as aLCBs (ancestral locally collinear blocks), as they
may have been inherited from the last common ancestor of the species.

To investigate the relationship between the persistence of aLCBs
and selection, we performed in silico evolutionary modelling using an in-
the-house built Python script and the Artificial Life Framework (ALF)
(Dalquen et al., 2012). We also compared the evolutionary rates (Rhind
et al., 2011) and gene structure (intron loss/gain) (Zhu & Niu., 2013) of
genes localizing in and outside aLCBs.

Among the factors that potentially influence the maintenance of
the gene order of aLCBs, we investigated the possibility of functional

clustering (Pombase - GO categories of biological functions) (Lock et al.,
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2018) and co-expression (Koch et al., 2012), as well as local density of
Rec12 cleavage sites (Fowler et al., 2014) and essential genes (Pombase).

To evaluate the data, we performed several normalization,
randomization and statistical tests using Microsoft Excel 2016 and Past4
(Hammer et al., 2001).
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3. Results and discussion
3.1. Assembly of the S. cryophilus supercontigs and validation of the
assembly

Although nowadays sequencing has become routine and new
genome sequences are published almost en masse, accurate assembly and
annotation of a genome remains a major challenge (Bradnam et al., 2013;
Liao et al., 2019). For this reason, in many cases genome sequences are
not assembled completely, many remain in the so-called "draft" genome
state.

Since fission yeasts constitute a highly interesting (and valuable)
group of the fungal kingdom and the genome of one member of the genus,
S. cryophilus, has not been previously assembled to a chromosome-level
assembly state, we aimed to assemble this genome, validate the assembly,
and perform comparative genomic comparisons with both closely and
distantly related species.

As a first step, we attempted to assemble the 9 large supercontigs
of S. cryophilus using genome sequences of related species. Previous
work has shown that the closest relatives of S. cryophilus are most
probably S. octosporus and S. pombe. Since the gene content is highly
conservative between the aforementioned species, we used the genome
sequences of these species as a reference (Helston et al., 2010; Rhind et
al., 2011).

Whole-genome alignments using the Mauve program confirmed
the results of Helston et al. (2010) and Rhind et al. (2011) that indeed S.

octosporus is the closest relative of S. cryophilus, as much larger locally
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collinear blocks (LCBs) were identified between the species than in the
S. cryophilus - S. pombe species pair. At the same time, we were also
convinced that even with such a high degree of genome conservation, it
is not possible to assemble a genome based on syntenic relationships
alone. In fact, rearrangement of the S. cryophilus supercontigs resulted in
a completely different order depending on the reference species used.

Therefore, we tried to look for highly conservative "anchor
points™ in the sequences of S. cryophilus and its related species that could
serve as a reference for alignment. Using the pericentromeric and
subtelomeric genes of S. pombe and S. octosporus, we were able to
identify all pericentromeric and four subtelomeric contig ends of S.
cryophilus. For the contig ends that were thought to be pericentromeric,
additional evidence was provided by the finding of clusters of tRNA-
encoding genes in these regions, similar to those of closely related species
(Kuhnetal., 1991; Rhind et al., 2011; Tong et al, 2019). Although not all
subtelomeric regions could be identified, sequences of DNA cluster were
found for one putative subtelomeric end (Sc7), providing further evidence
that the contig has a subtelomeric end (Pasero & Marilley, 1993).

With this new knowledge, we rearranged the supercontigs of S.
cryophilus and compared them to the related species, resulting in a much
more ordered genomic landscape than before. Based on our results, we
proposed the following supercontig order: Sc3-Sc9-Scl (Chrl); Sc7-Sc5-
Sc8-Sc6 (Chrll); Sc4-Sc2 (Chrlil).

PCR reactions were designed and carried out to demonstrate the
neighbouring of neither pericentromeric nor subtelomeric Sc9-Scl and

Sc5-Sc8-Sc6  supercontigs. The successful reactions supported our
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bioinformatics results for the supercontigs that were assumed to be
related.

Although the proposed supercontig sequence appeared to be
appropriate based on bioinformatics results and PCR validation, we also
subjected the S. cryophilus chromosomes to PFGE analysis to obtain
further confirmation. We confirmed the hypothesis that S. cryophilus
strain OY26 also has 3 distinct chromosomes, as do the vast majority of
other fission yeast strains (Rhind et al., 2011). We also observed that the
chromosome sizes of S. cryophilus differ somewhat from those of S.
pombe chromosomes, but also from sizes estimated from sequences. The
discrepancies were probably due to the unknown extent of centromeres,
telomeres and rDNA repeats.

To test this hypothesis, we attempted to determine the
localization of rDNAs (18S-5,85-26S rDNA) at the ends of S. cryophilus
chromosomes. As a starting point, we used the S. cryophilus - S.
octosporus syntenic relationships and then sought to determine the
localization of potential rDNA repeats by PCR. Of two putative cases
(Sc3 and Sc7), we were able to experimentally prove one (Sc7), but the
indirect evidence suggested that our proposed chromosome assembly
might be appropriate.

A recent study using a third-generation method to resequence
fission yeast genomes confirmed our results (Tong et al., 2019). Only one
discrepancy was identified, as a centromeric crossover resulted in the
replacement of the Sc7 and Sc4 contigs. In the absence of knowledge of
centromeric sequences, our methods were unable to shed light on this

change. However, subsequent results were not affected by this change.
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3.2. Comparison of the S. cryophilus genome with closely and distantly
related species

Following the assembly and validation of the S. cryophilus
supercontigs, we were curious to know what types of changes shaped the
genome of this fission yeast.

We have shown that, compared to the S. octosporus genome, the
S. cryophilus genome wunderwent a number of chromosome
rearrangement events: mainly interchromosomal translocations affecting
large regions. Our results also revealed the interesting fact that the
number of inversions increased significantly with increasing
phylogenetic distance. Thus, in the comparison of S. cryophilus - S.
pombe, the number of inversions was already significant compared to the
number of translocations.

Rhind et al (2011) in their comparative genomics study showed
that the fission yeast genomes are highly conserved compared to, for
example, the genus Saccharomyces with similar divergence times.
Therefore, we also examined the more closely related S. cerevisiae - S.
uvarum and more distantly related S. cerevisiae - N. castelli species pairs
using a similar approach as in the case of the fission yeasts. When all
observed rearrangements were taken into account, significantly more
rearrangements could have affected the budding yeast genomes than the
fission yeasts. However, if we excluded changes in the subtelomeric
region (as they are prone to rearrangements, Fischer et al., 2001), we
could draw quite different conclusions. The number of rearrangements
detected by a more rigorous approach for S. cerevisiae - S. uvarum was

in agreement with the values estimated by Fischer and mtsi (2000, 2001).
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However, in this case, proportionally more rearrangements involving
large regions could occur in the fission yeast chromosomes than in the
budding yeast genomes examined. Based on the conservative gene
content of fission yeasts, we expected to observe fewer rearrangements.
When looking at the types of rearrangements, we observed a similar trend
in budding yeasts, with the number of inversions increasing with
phylogenetic distance.

These observations might lead one to ask whether translocations
would be more tolerable than inversions on a smaller evolutionary scale?
Given that both translocations and inversions can affect the gene
expression pattern of the whole genome, thereby increasing or decreasing
the fitness of the organism, and are capable of inducing reproductive
isolation, this hypothesis is unlikely (Lowry & Willis, 2010; Avelar et al,
2013; Zanders et al., 2014; Naumov et al., 2015). We hypothesize that
rather, the underlying mechanisms that promote or cause translocations
may favour translocations. Consistent with this, it is also possible that
translocations remain predominant at longer phylogenetic distances, too,
only the inversions that have occurred remove the traces of translocations
(Seoighe et al., 2000).

3.3. Comparison of structural and sequence evolution in the fission
yeasts

It has become apparent that, despite the high degree of gene
conservation, the genomes of the three fission yeast species studied
previously may have undergone quite a lot of rearrangement, and the

species show a surprisingly high rate of sequence evolution (Helston et
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al., 2010; Rhind et al., 2011). We therefore wondered whether the
structural and sequence evolution of fission yeasts showed any
correlation? In these studies, we have already included S. japonicus as a
reference, as this species is the earliest branch of the genus.

We have demonstrated that the sequence and structural evolution
of fission yeasts show a strong positive correlation, similar to, for
example, the genera Lachancea, Verticillium and several Metazoa, but
different from the genus Aspergillus (Burt et al., 1999; Coghlan & Wolfe,
2002; Sharakhov et al., 2002; Galagan et al., 2005; Vakirlis et al., 2016;
Shi-Kunne et al., 2018).

We also found that, from a structural evolution perspective, the
other three species show nearly the same degree of divergence compared
to S. japonicus, suggesting that they have almost uniform rearrangement
rates in their genomes. A study using a different approach has reached the
same conclusion using other Taphrinomycotina species (Rajeh et al.,
2018). This result is certainly surprising when considering the otherwise
substantial phylogenetic distances within the genus. It is conceivable,
given that most of the species in the Taphrinomycotina subphylum follow
a rather specialized lifestyle and their lifestyle could be behind the strong

correlations of sequence and structural changes.

3.4. Genome conservation and identification of ancestral collinear
blocks in the fission yeast genomes

Our results also revealed that there is nearly equal conservation
at the nucleotide level between species from the perspective of S.

japonicus. Moreover, not only the overall size of conserved regions, but
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also the distribution of individual segment sizes showed significant
similarity. This suggested that similar regions may have remained
unchanged in fission yeast genomes. This hypothesis was confirmed by
the exploration of genomic regions of species that consisted of at least 5
(on average 8) orthologous genes with the same sequence and orientation
(aLCBs). Our results suggest that 40-42% of the gene content of the
genomes studied is located in such aLCBs and that these blocks may
reflect the gene order of the closest common ancestor. Considering that,
for example, the fugu (pufferfish) and human genomes show less
sequence divergence than the fission yeasts studied, but nevertheless, in
the former pair only small groups of between two and three genes
remained adjacent, the results are very interesting (Sipiczki, 2000; Smith
et al, 2002; Rhind et al., 2011). Besides, based on thorough examination
of the dataset of Rajeh et al. (2018), there is almost no genus in the
Ascomycota phylum with the same sequence divergence who exhibit as

highly conserved a gene order as the fission yeasts do.

3.5. The relationship between the survival of ancestral collinear blocks
and natural selection

The existence of collinear blocks, pairs of adjacent genes that can
be observed in different genomes, can be the result of selection or chance
(Hurst et al., 2004). In the former case, it is advantageous if certain genes
remain adjacent due to proper regulation or co-expression. In the other
case, pairs of genes split and then become adjacent again due to
rearrangement events. Since 40-42% of the gene content of the fission

yeasts is located in the aLCBs, the effect of chance can be minimised.

41



Rather, the question is whether the observed conservation is "merely” a
remnant of the ancestral gene order or whether selection is involved in
their maintenance.

To answer this question, we used different in silico models and
both the neutral approach and the phylogenetic method (ALF) suggested
the same result. The simulations suggested that the persistence of aLCBs
could not be a matter of chance, as none of the test results approximated
the values observed in reality for the average gene content of aLCBs. We
hypothesise that aLCBs are under maintenance selection.

3.6. Possible origin of the ancestral locally collinear blocks

If the gene order of aLCBs is derived from the last common
ancestor and is under selection, there is some possibility that similar gene
order could be observed in other Taphrinomycotina species
(Pneumocystis murina, Taphrina deformans, Protomyces lactucae-
debilis, Saitoella complicata and Neolecta irregularis). Although small
collinear regions were observed between the species pairs studied, no
relevant number of blocks was identified.

The inclusion of phylogenetically more distant species yielded
similar results, suggesting that the gene order of the aLCBs studied is
specific to the fission yeasts. However, it is important to note that
significantly more adjacent gene pairs were identified in the genomes of
filamentous species (Aspergillus nidulans, Botrytis cinerea, Neurospora
crassa) than in the genomes of budding yeasts (Yarrowia lipolytica,
Debaryomyces hansenii, Meyerozima guilliermondii). This result is in
agreement with the hypothesis that the ancestors of modern yeasts were
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filamentous fungi and it is possible that the observed gene order
similarities reflect the gene order of the filamentous ancestors (Berbee &
Taylor, 1993; Sipiczki, 2000; Nagy et al, 2014).

3.7. Conservation of ancestral collinear blocks at sequence level

After confirming that the observed gene order is fission yeast
specific, we wondered whether sequences localized in aLCBs show
greater conservation compared to sequences located in other regions of
the genome. To investigate this, we compared the evolutionary rates of
more than 4200 protein sequences within and outside aLCBs. Strikingly,
there was no significant difference between the two groups. In light of
this, we conclude that the sequences of genes localised within aLCBs
show a similar degree of variability as those located in other regions of
the genome. The analysis of intron loss and gain also led to similar results.

There may be several reasons behind these observations. For one,
genomic regions outside the aLCBs are not that chaotic, as collinear
blocks of less than 5 genes can also be found. On the other hand, robust
rearrangements can affect not only locally but also the entire genome,
thereby inducing changes in regions that are not affected by

rearrangements directly (Avelar et al., 2013).

3.8. Possible reasons behind the stable gene order of the fission yeasts

Several factors may be involved in the maintenance of the stable
gene order of the fission yeasts. One possible reason is the reproductive
isolation  potentially caused by rearrangements. Large-scale

rearrangements such as interchromosomal translocations can lead to
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chromosomes of different sizes, which can have negative effects on the
sexual cycle (e.g., inappropriate chromatid pairing at meiosis) (Avelar et
al., 2013; Zanders et al., 2014; Naumov et al., 2015; Jeffares et al, 2017).
Regardless of the fact that the new structural variants that are formed may
have advantages under certain environmental conditions, the inability to
produce viable offspring can be a major disadvantage in a constantly
changing habitat, especially for haplontic species (Avelar et al, 2013;
Zanders et al., 2014; Naumov et al., 2015; Jeffares et al., 2017).
Furthermore, several studies show that genetic changes induced by the
sexual cycle are more conducive to adaptation than spontaneous
mutations or rearrangements (Takouridis et al, 2015; McDonald et al.,
2016; Scheuerl & Stelzer, 2017; Tusso et al., 2019). In addition to the
reproductive isolation induced by rearrangements, the fact that nearly
90% of the genome sequence of S. pombe is functional may also act
against rearrangements (Gretch et al, 2019). Thus, selection can also act
against changes in regions with function, as loss of function can be a long-
term disadvantage, with some changes even being lethal (Avelar et al,
2013; Zanders et al., 2014, Naseeb et al., 2016). Comparison of the
estimated number of rearrangement events in the fission yeast and
budding yeast genomes also showed that, overall fewer changes occurred
in fission yeasts genomes regardless of the similar divergence times.
Another reason may be that neighbouring genes are under
common transcriptional regulation, possibly forming functional clusters.
This is a fairly common phenomenon in higher eukaryotic organisms, but
interestingly, such functional clusters are prone to rearrangements, giving

rise to the possibility of new functional groups (Hurst et al, 2004; Poyatos
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& Hurst, 2006; Liu & Han, 2009; Al-Shahrour et al., 2010; Davila Lopez
et al., 2010; Noble & Andrianopoulos, 2013). Consequently, functional
clustering cannot always explain long-term gene order conservation.
However, Tuller et al. (2009) were unable to detect clear functional
clustering in the S. pombe genome. The same conclusion can be drawn
from our results. Although we clearly showed that genes with specific
functions (GO categories) tend to cluster in aLCBs, the clustering was not
function-related, as genes belonging to the same GO category were rarely
found within the same aL.CB and the co-expression of these genes did not
show higher values compared to the co-expression of genes localizing in
other regions. Perhaps the 3D conformations of chromosomes could
reveal functional clustering, but such studies are beyond the objectives of
this PhD study (Tanizawa et al., 2010; Gong et al., 2015). Instead, our
data suggest that GO categories with a higher density of essential genes
and with a lower abundance of Rec12 cleavage sites nearby are inclined
to cluster to the aLCBs. These results are in agreement with those of
Poyatos & Hurst (2006), who found that the local density of essential
genes and recombination hotspots may also contribute to the maintenance

and variation of gene order in budding yeast genomes.
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4. Summary

It is now fully accepted that the eukaryotic gene order is not
random. A large body of evidence supports this assumption, such as 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
various yeast model organisms are well suited to investigate the factors
that maintain the conservation of gene order, as they have small, compact
genomes and, due to their large numbers and short generation times,
selection can have a sufficient impact on their evolution.

In the present PhD study, we have investigated the genome
sequences of the model genus fission yeasts (Schizosaccharomyces),
examining the evolutionary scale changes their genomes have undergone
and seeking answers to questions about the maintenance of their highly
stable gene order. Our work was mainly carried out using computational
methods, but we also complemented our studies with some experiments.

Since the genome of S. cryophilus has been sequenced but not
assembled completely (Rhind et al., 2011), we first wanted to assemble
the large supercontigs of this species. To this end, we used the syntenic
relationships of closely related species (S. pombe and S. octosporus) and
validated the assembly using different molecular biology methods (PCR
and PFGE). By comparing whole genome sequences and revealing

genome rearrangements, we found that S. cryophilus is most closely
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related to S. octosporus based on chromosome structure, too. It was found
that interchromosomal translocations were the most frequent genome
rearrangements, with the number of inversions only becoming
predominant with increasing phylogenetic distance. A similar trend was
observed for Saccharomycotina species with similar divergence times,
although in their case the changes were more numerous but affecting
smaller regions.

By including S. japonicus, the earliest branch of the genus, we
found that sequence and structural changes in the fission yeasts show a
strong positive correlation, and the other three species show nearly
similar rearrangement dynamics compared to the reference species. In
addition, whole genome alignments also predicted that in many cases the
same genomic regions of different species may have remained
unchanged.

This hypothesis was confirmed when the identification of
putative common orthologues of the four species revealed locally
collinear blocks (aLCBs) consisting of at least 5 genes with identical
order and orientation. In such aLCBs localise 40-42% of the genome's
gene content (2055 genes). Our computational models suggest that these
aL.CBs may not only be remnants of the gene order of the last common
ancestor, but are likely to be maintained by selection. However, the gene
sequence of the aLCBs was found to be specific to fission yeasts based
on comparative studies, as no similar aLCBs were found in the genomes
of the other fungal species included in the study. Surprisingly, more
adjacent gene pairs could be identified in the genomes of P. murina and

filamentous fungi than in the genomes of budding yeasts or other fungi.
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The comparison between aLCBs and regions outside the aLCBs
revealed that there is no significant difference in the dynamics of
sequence changes (protein evolution rate and intron loss/gain), so
although there is a high degree of conservation in terms of gene order, the
sequences themselves within aLCBs are as variable as in the other regions
of the genome.

Our studies have shown that some genes with certain biological
functions (GO categories) tend to cluster in aLCBs more than others.
Although the 13 GO categories in question localise in aLCBs in a
statistically significant manner, their location is dispersed, i.e. genes that
have the same function do not cluster near each other. It is also interesting
that the co-expression values for genes in aLCBs are not higher than those
for genes localising in other regions. However, we found that genes in the
significant GO categories have a higher proportion of essential genes and
a much lower number of Recl2 cleavage sites in their vicinity. This
suggests that the local density of essential genes and Rec12 cleavage sites
may play a major role in the persistence of aLCBs. We believe that our
results contribute to the understanding of the genome evolution of the
fission yeast and thus to the phenomena involved in the conservation of

the eukaryotic gene order.
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5. Thesis

1) We have successfully assembled the S. cryophilus supercontigs
at the chromosome level using syntenic relationships with related species
and collinear gene order of pericentromeric and subtelomeric regions.
Based on our bioinformatics results, we proposed the order Sc3-Sc9-Scl
(Chrl); Sc7-Sc5-Sc8-Sc6 (Chrll); Sc4-Sc2 (Chrlll).

2) Molecular biology techniques have been used to validate the
contig order determined by computer methods: PCR has been used to
confirm the adjacency of certain contigs, while PFGE analysis has shown
that S. cryophilus also has 3 chromosomes. These chromosomes differ in
size from the well-known chromosome sizes of S. pombe. We also

successfully detected an rDNA cluster on one chromosome arm.

3) We used computational methods to estimate the amount and type
of rearrangements that may have shaped the genomes of closely related
species of fission yeasts. 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.

4) We showed that interchromosomal translocations predominated,
with the number of inversions increasing only with increasing

phylogenetic distance.

5) We compared the type and amount of rearrangements between

fission yeast genomes and budding yeast genomes with similar
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divergence times. Although overall more rearrangement events may have
occurred in budding yeasts, fission yeast genomes bore the changes
affecting larger regions. Interestingly, the budding yeast genomes also
showed a similar trend, with translocations initially predominating and
inversions becoming predominant only as the phylogenetic distance

increased.

6) In our further analyses, we included the most divergent member
of fission yeasts, S. japonicus, and using this species as a reference, we
showed that the dynamics of structural and sequence changes in fission

yeast genomes show a very strong positive correlation.

7) We found that the rearrangements in the genomes of the species
studied occurred very uniformly, with the other fission yeast species
showing almost the same degree of chromosomal structural divergence

compared to S. japonicus.

8) We have revealed the most conserved parts of the genomes and
identified collinear regions of at least 5 genes (aLCBs). The gene order
of these blocks was probably inherited from their closest common
ancestor. In such aLCBs localise 40-42% of the genome's whole gene

content.

9) Using computer simulations, we have shown that the gene order
of aLCBs is not only a remnant of the ancestral gene order, but may also

be under selection.

50



10) We found that the gene order of aLCBs, although fission yeast
specific, may also reflect the gene order of a filamentous ancestor, since
the gene order of the aLCBs studied more closely resembles the gene
order of filamentous fungi than that of budding yeast species.

11) 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.

12) 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 of these GO
categories also show a scattered distribution on chromosomes, i.e. genes

associated with a biological function are not adjacent in aLCBs.

13) The co-expression values of genes located in aLCBs are not
higher than the co-expression values of neighbouring genes located in
other parts of the genome, but are significantly higher than the whole

genome average.

14) We discovered that genes of GO categories clustered in aLCBs
have a higher proportion of essential genes, but fewer Recl2 cleavage

sites localized around their genes.
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