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0. Roviditésjegyzék

D] Y/ © S Derjaguin, Landau, Verwey and Overbeek elmélet

ECM. extracellularis matrix

FDR .o False Discovery Rate

FMAPK ..o, filamentous Mitogen-Activated Protein Kinase
PenStrep.....cccoveveieevveseeeee penicillin-sztreptomicin

0] 1 PSS rounds per minute

SGRP2.....ooiiieeecee, Saccharyomces Genome Resequencing Project 2

SNP ..o single nucleotide polymorphism

Wilcoxon proba...........ccceeeee. Wilcoxon féle el6jeles rangproba

YPD oo yeast peptone dextrose (éleszt6 kivonat, peptone, D-gliik6z)



1. Bevezetés

1.1. A tobbsejtii formak megjelenése

A multicellularis életformak kialakulasa a F6ldon valo €let egyik legnagyobb eldrelépése volt.
Azzal, hogy egyszerre tobb sejt dolgozott egy csoportban, megtorténhetett a sejtek
differencialodasa, ¢és ezzel egyiitt a komplexebb ¢életformak megjelenése. A  sejtek
differencialodasa eldtt azonban azonos sejtek tomoriilése jelentette a multicellularis életformat.
Ennek kutatasara az egyik legjobb modell szervezet a Saccharomyces cerevisiae, mivel gyorsan
szaporodik és igen rovid a novekedési idétartama. Alapvetden egysejtes életformat mutat, azonban
stressz hatasara kiilonb6z0 kornyezetben valtozatos multicellularis forméak kialakitdsara képes
(Karathia és mtsai, 2011). fgy az élesztd fakultativ multicellularis él8lénynek tekinthetd, hiszen
mind egysejtii formaban, mind tobbsejtli formaban képes életben maradni és funkcionalni,
szaporodni.

Az élesztOk esetében a multicellularis formak kialakulasara két lehetdség is van. Egyik esetben
a sejtek kozotti tapadasi folyamat (sejtadhézio) kdvetkeztében az élesztd sejtjei aggregalddnak, és
ilyenkor flokkulacio, vagy flor képzédés torténhet (Kuzdzal-Fick és mtsai, 2019). Ezeknek a
folyamatoknak igen fontos jelentdségiik van a bor €s a pezsgd gyartas teriiletein (Legras és mtsai,
2016). Flokkulacio esetében folyadékon beliil az élesztok sejt-sejt adhézidval Osszetapadnak
(Goossens & Willaert, 2010), flor képzés esetében pedig egy biofilmet képeznek a sejtek a
folyadékoszlop felszinén sejt-sejt adhézioval (Ishigami és mtsai, 2006).

A masik esetben a mitotikus osztodas (sarjadzas) soran az anyasejtekrél nem valnak le a
leanysejtek, majd ezzel hosszl lancokat alkothatnak. Ilyen folyamat a fiirtosodés és a fonalas
novekedés is. Flirtosodés soran a haploid sejtek esetén az axialisan sarjadzo anyasejtrél nem valik
le a lednysejt, ami ezutdn szintén axialis sarjadzassal Ujabb leanysejtet hoz létre. A fonalas
novekedésnél a sejtek disztalis-unipolarisan sarjadzanak, jellemzden diploid sejtekben, ami egy
olyan specialis szaporoddsi mod, amelynél az Uj sejtek az anyasejt tengelyével egy vonalban,
kozvetleniil annak végeinél keletkeznek. A fonalas ndvekedés két lehetséges valtozata a
pszeudohifa képzés €s az invaziv ndvekedés. Ezek tobbnyire szilard felszinen torténnek meg,
amikor a telep az alatta elhelyezked6 szilard felszinbe (pl. agarba) fizikailag behatol (penetral), és

tovabb nd azon beliil.



Mindegyik esetben a multicellularis forma kialakitdsa a tdpanyag hidnyahoz kothetd: ezek a
formak elosegitik, hogy a sejtek tovabb maradhassanak életben azutan is, hogy a koriilmények

negativ irdnyba valtoznak.

1.1.1. A fonalas novekedés, mint multicellularis forma

A fonalas novekedés az a folyamat, amely soran a sejtek megvaltoztatjak alakjukat és novési
mintazataikat tapanyag hiany vagy masfajta stressz tényez6 hatasara (Rua és mtsai, 2001). A
fonalas novekedés esetén gyakran megfigyelhetd a disztalis-unipolaris ndvekedési mintazat, ami
egy specialis sarjadzasi minta az élesztoknél, ahol az Gj sejt (sarj) mindig az anyasejt disztalis
polusan keletkezik (1. abra). Ez azt jelenti, hogy az uj sarjak mindig ugyanazon az oldalon
novekednek, a sejt egyik polusan, mig a masik polus inaktiv marad. A sejtek alakja ennek soran
gyakran megnyulik, és megjelenik ez a mintazat, melynek a végén a leanysejtek nem valnak le az
anyasejtrél, igy hosszu lancokat, fonalakat kialakitva. Igy a kolonia vagy az agar felszinén
terjeszkedve nd (pszeudohifa képzés), vagy az agarba penetrdl (invaziv ndvekedés). A disztalis-

unipolaris novekedés inkabb a diploid élesztokre jellemzo.
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Firtosodés Disztalis-unipolaris
sarjadzas

1. abra. A fonalas novekedés soran megjelené fobb sejtképzési formak. Az abra bal oldalan a lilaval jelolt
torzsek a fiirtosodés folyamatat mutatjak be, a jobb oldalon pedig zolddel a disztalis-unipolaris sarjadzast lehet latni.

Az invaziv ndvekedést hagyomanyosan haploid torzsek esetében vizsgaljak, mig a pszeudohifa
képzést inkabb diploid torzsek esetében. A haploid é€lesztd térzsek ugyanis az axialis sarjadzasi
mod miatt nem tudnak egyenes filamentumokat 1étrehozni, fiirtosodve nének, mig a diploid torzsek
a bipoléris novekedési mintdzataik miatt képesek filamentumokat 1étrehozni (Roberts & Fink,
1994). Azonban mind a diploidok, mind a haploidok képesek pszeudohifa képzésre, bar a haploid

torzsek filamentjei nem mutatnak szignifikans terjeszkedést a kolonia kiindulasi pontjatol, mig a



diploid torzsek igen tavolra képesek az agar felszinen elnéni (Gancedo, 2001). Emellett a
haploidokhoz hasonloan a diploidok is képesek penetralni az agarfelszin ald, hosszl filamentjeik
segitségével akar még erdsebben is belendhetnek az agarba, mint a haploid torzsek (Gancedo,
2001).

Az invaziv novekedést kiilon ugy lehet definidlni, mint a filament képzddés és az agar
penetracié olyan kettdse, melynek eredményeképpen a haploid torzs behatol/belend az alatta
megtalalhatd agarba (Roberts & Fink, 1994). Az invaziv ndvekedés gyakran megfigyelhetd
kiilonbozo stressz tényezOok hatdsara, mint példdul nitrogén stressz, aminosav stressz, ¢hezés

eredményeként vagy alkohol jelenlétében (Zupan & Raspor, 2010).

1.1.2. A természetben megtalalhato S. cerevisiae torzsek tobbsejtii fenotipusai

A természetben megtalalhaté, vagy mas szdéval vad izolatumok valtozatos multicellularis
formak kialakitasara képesek. Képesek flokkok kialakitasara, melyek egymashoz adhézidval
tapado sejtekbdl allnak. Leggyakrabban folyékony kornyezetben figyelhetdé meg, amint
,,08szerogosodnek™ és leiilepednek a folyadék aljara (Hope & Dunham, 2014). A flokk képzéshez
hasonld, de mégis mas jellegli tobbsejtli forma a biofilmképzés jelensége, mely soran az élesztd
sejtek egy folyadék réteg aljan dsszetapadnak, és vékony éleszt6hartyat hoznak 1étre. A biofilmhez
kiillemre hasonlit6 forma a szOnyegképzés (mat formation), mely soran a lagy agaron a kolonia
szétteriil. A szényeg maga egy olyan struktura, mely két részbdl all: egy kozponti, ,,hub” nevii
részbdl, valamint egy periférian 1évo részbdl, melyet peremnek neveznek (Reynolds és mtsai,
2008). A ,,hub” részét a szOnyegnek gyakran csatorndk és rancok hataroljak el a perifériatol.
Amely kolonia nem ndveszt szényeget, az rosszul terjedd sejttomegként fog novekedni (Reynolds
¢s mtsai, 2008). A vadtipusu torzsekre szintén jellemz6 a szilard felszinekhez vald adhézid
(Guillemot és mtsai, 2007), amelyet gyakran a kolonia polisztirén miianyag felszinre valo
kitapadasaval vizsgalnak. A kitapaddsi mechanizmus kétféle képpen torténhet: torténhet
altalanos, nem specifikus fizikai- kémiai eréknek kitéve, melyet a Derjaguin, Landau, Verwey
and Overbeek elmélet (DLVO) elmélet ir le, vagy termodinamikai megkozelitéssel, amely a
partnerek kozotti hatarfeliileti szabad energiak egyensulyat veszi figyelembe (Guillemot és mtsai,
2007).



1.1.3. A biofilm koloniak felépitse és miikodése

A biofilm koloniak jol védett, osszetett rendszerek, ahol a sejtek szoros egyiittmitkodésben
végzik a kolonia fenntartdsdhoz sziikséges feladatokat. Tobb, egymastdl elkiilonithetd rétegbdl
allnak, amelyek kiilonb6z6 funkcidkat latnak el. A kiilsd sejtek egy része kiilonb6z6 multidrog-
efflux pumpak (példaul a Pdr5p és Snq2p) segitségével eltavolitja a toxikus vegyiileteket, igy védve
az egész koloniat a toxikus anyagok sejtkarositoé hatasaitol (Vachova és mtsai, 2011). Ezek a
koloniak kiterjedt extracellularis matrixszal (ECM) rendelkeznek, ami egy szelektiven atereszté
anyag, amit a belsé sejtek termelnek. Ez nem csak védorétegként szolgal, hanem
tapanyagforrasként is, amely tamogatja a belsd sejtek talélését és szaporodasat is egyarant
(Véchova ¢és mtsai, 2011). Az ¢élesztd biofilm kolonidkban megfigyelhetd a sejtek
differencidloddsa a kolonia kiilonbozd rétegeiben. Ez hasonlit a magasabb rendli él6lények
szoveteinek differencidlédasahoz, ahol a kiilsd sejtek a védelemre, a belsd sejtek pedig a

novekedésre és szaporodasra specializalodnak (Vachova és mtsai, 2011).

1.1.4. AKiilonbozé kolonia morfologiak lehetséges szerepei

A labortorzsek koloniai a leggyakrabban sima (,,smooth”) felszinii, és rosszul strukturalt
morfologiat mutatnak (Kuthan és mtsai, 2003), de a természetben eléforduld torzsek kozott
gyakran taldlunk mas fajta morfoldgiat is. Ezt , fluffy” (bolyhos) névekedési mintanak nevezik,
mely latszolag nem a kolonidn beliili pszeudohifa képzéstdl alakul ki, sokkal inkabb az
intercellularis filamentumok jelenléte miatt (Kuthan ¢és mtsai, 2003). Az intercellularis
filamentumok jelenléte mar a fiatal, pelyhes telepekben is arra utal, hogy az ECM, amely
Osszekoti és koriilveszi a sejteket, nem az éhezés miatt alakul ki a telepben (Kuthan és mtsai,
2003). Ezeknek koszonhet6en a vad torzsek sokkal strukturaltabb és szervezettebb telepeket
tudnak létrehozni a ,smooth” labortdrzsekhez képest, ami a természetben vald életben
maradashoz elengedhetetlen. A | fluffy” és ,,smooth” kolonia morfologidk képesek megvaltozni a
kornyezeti hatasoknak megfeleléen. A . fluffy” torzsek laborkorilmények kozott, gazdag
taptalajon ¢és allanddé hémérsékleten egy idé utan ,,smooth” fenotipust vesznek fel, mivel a
,»fluffy” fenotipus kialakitdsa energiaigényesebb, mint a ,,smooth” fenotipus kialakitasa (Kuthan

és mtsai, 2003).



1.2. A fonalas novekedést befolyasolé gének

A Saccharomyces cerevisiae-ben a fonalas novekedést tobb lehetséges tvonal és azok génjei
iranyitjak. Az fMAPK (filamentous Mitogen-Activated Protein Kinase) utvonal szenzor
molekulaja az Msb2p, melynek aktivaciojat a kedvez6tlen szénforrasokon vald névekedés okozza.
A fMAPK utvonal aktivalasa utan a folyamatot a Cdc42p iranyitja, amely egy Rho GTPaz tipust
fehérje, majd a folyamat tetGpontja a Ksslp foszforilacidja, ami egy MAP kinaz tipusu fehérje. Ez
a fehérje tobb masik transzkripcios faktort is szabalyoz, mint példaul az Stel2p-t, a Teclp-t, az
Msalp-t és az Msa2p-t, valamint a represszor Diglp-t. Ezek a transzkripcios faktorok olyan, a
fonalas novekedésben fontos szerepet jatszo6 géneket regulalnak, mint a FLO11 vagy a FLOS, ¢és
ezek mind a pszeudohifa képzést és az invaziv novekedést is (Chow ¢és mtsai, 2019). Egy masik
utvonal, ami szintén befolyasolhatja ezeket a folyamatokat az a RAS (Ras-CAMP-PKA) ttvonal,
amelyen beliil a fontosabb gének altal kodolt fehérjék a Ras2p, Tpkp, Tpk2p, valamint az ezek altal
aktivalt Flo8p (Chow és mtsai, 2019). A Ras2p mind a fonalas névekedéshez kapcsolodo MAPK,
mind a PKA tutvonalak mellett miikodik, melybdl utdbbi a sejt egyik fontos jelatviteli utvonala
(Shively és mtsai, 2013).

Ezeken kivil még szdmos mas gén és fehérje is szerepet jatszik a fonalas novekedés
kialakitasaban. Egyes gének a sejtek megnyujtasaban jatszanak szerepet, amely fontos tényezdje a
fonalas novekedésnek (pl. PEA2, HSL7), mas gének pedig a sarjadzasi mintazat megvaltozasaban
segédkezhetnek (pl. BUD8, BUD4) (Chow és mitsai, 2019). Az egyik legfontosabb gén a
MUC1/FLO11, ami a sejt-sejt adhéziok kialakitasaban jatszik szerepet (Jin és mtsai, 2008) (ez a
gén a fonalas ndvekedés kialakitasa mellet szerepet jatszik az élesztok ivaros szaporoddsaban is).
Egyes, a fonalas novekedésben szerepet jatszo géneket Candida ortologok alapjan azonositottak,

példaul az MNN10, ALG8, SPT8, MIG2, ALG9 és PEX3 géneket (Chow és mtsai, 2019).

1.3. A tobbsejtii formak klinikai jelentésége

A fonalas novekedés nem csak a S. cerevisiae-ben megfigyelhetd jelenség, hanem mas élesztd
fajokban is el6fordulhat, mint példaul a Candida fajokban, ahol virulencia faktornak is szamit (Lim
¢és mtsai, 2012). A Candida fajok szintén az élesztégombak kozé tartoznak, és a koriilbeliil 150
eddig ismert fajuk kozott talalunk tobb olyat is, mely human patogén. A Candida fajok

opportunista



patogének, rendszeresen okoznak betegségeket legyengiilt immunrendszerti és immundefektusban
szenvedd személyekben (Lim és mtsai, 2012). A vilagon a legelterjedtebb opportunista human
patogén faj a Candida albicans, mely kénnyen okozhat C. albicans kandidiozist (Lim és mtsai,
2012), valamint nozokomalis véraram fertézést (Warenda és mtsai, 2003). A C. albicans esetében
a hifa képzés megnoveli a lehetéséget a szovetekbe vald penetraciora. A gomba fert6zésének
hatésait egerekben vizsgaltdk a véraramba vald beinjektalassal, és kimutattdk, hogy 5 nap
elteltével mar latvanyos C. albicans szoveti behatolast lehet latni az egerek veséjében (Warenda
¢és mtsai, 2003.)

Emellett mar a S. cerevisiae torzsekr6l is egyre tobb olyan feljegyzést lehet talalni, ami
mutatja, hogy aktivan karosak lehetnek az emberi egészségre (Zupan & Raspor, 2010). Egyes,
probiotikus torzsekrdl kimutattak, hogy humén szisztémas fertézéseket okozhatnak (de Llanos és
mtsai, 2006).

A biofilm képzés szintén egy nagyon fontos virulencia faktora a C. albicans esetében. A
biofilmek Osszetett struktirdjuk révén megnehezitik a szisztémas fertdzések kezelését, mivel
ellenallobbak mind a gombaellenes kezelésekkel, mind az immunrendszer vélaszaival szemben.
Ezen tilmenden gyakran okozzék a beiiltetett orvosi eszk6zok hamarabbi eléviilését, példaul
megtelepednek a katétereken ¢€s a szivbillentylikon, mivel ezek idedlis feliiletet biztositanak a

biofilmek megtapadasahoz és kialakulasahoz (Lim és mtsai, 2012).

1.4. A fonalas novekedés evoliciéja Saccharomyces cerevisiae-ben

Az egyszerlibb gombak fejlett érzékelési rendszereket alakitottak ki, amelyek lehetdvé teszik
szamukra, hogy reagaljanak a kornyezet valtozédsaira. Ezek a rendszerek aktivaljdk azokat a
folyamatokat, amelyek 0sszehangoltan megvaltoztatjak a sejtek miikodését, alakjat €s tapadésat.
Amikor a tdpanyagok mennyisége tulsdgosan lecsdkken, gyakran ndvekedési sziinetet tartanak,
sporakat képezve, amelyek ellenallnak a kiilonféle kornyezeti stresszeknek. Ezzel szemben egy
masik lehetséges valasz a fonalas novekedésre valo attérés, amelyben a sejtek elagazo lancai vagy
hifai micéliumma allnak 6ssze (Ceccato-Antonini & Sudbery, 2004).

A fonalas novekedésnek a gomba szempontjabol sok elénye van, hiszen az eldgaz6 fonalak
lehetdvé teszik a kornyezet szélesebb felfedezését alacsonyabb energia koltséggel, mint a nem

fonalas novekedés. A sejtek kozotti tapadas és a rendkiviil polarizalt novekedés eldsegiti az aljzatba
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valo behatolast. Ezenkiviil a fonalak magas feliilet-térfogat aranya megkonnyitheti a tapanyagok

szallitasat (Ceccato-Antonini & Sudbery, 2004).

1.4.1. Evolucios vizsgalatok Saccharomyces cerevisiae torzsgyiijtemények hasznalataval

crer

életterekbdl nagyszamu  élesztOtorzset izolaltak, amiket tobb, valtozatos Osszetétell
torzskollekcioba Osszesitettek. Az élesztd kollekciok hasznalata az evolucios kisérletekben szamos
elénnyel jar. Tobbek kozott az élesztd kollekciok kiilonbozd torzseket tartalmaznak, amelyek
genetikailag valtozatosak. Ez lehetdvé teszi a kutatok szamara, hogy tanulméanyozzak a genetikai
valtozasok hatasait a fejlodésre. Ezen kiviil az egyes kollekciok akar ugyanazon térzsek haploid és
diploid verzibit is tartalmazhatjak (pl. a Saccharyomces Genome Resequencing Project 2.
kollekcioja, SGRP SET 2), ami megkonnyiti ezeknek az Osszehasonlitasat. De akar az élesztd
kollekciok lehet6vé tehetik az evoluciés mechanizmusok, példaul a természetes szelekcio €s a

genetikai drift megfigyelését és modellezését.

1.4.1.1. Az 1011 kollekcio

Az 1011 kollekcio egy 1011 Saccharomyces cerevisiae torzsbol allé gytijtemény, mely térzsek
jelent6s részét Jackson Peter és tarsai szekvenaltak meg lllumina parositott végii technikaval (Peter
€s mtsai, 2018). A torzsek a vilag kiilonb6zo részeirdl szdrmaznak, ezaltal valtozatos kornyezeti
tényezoknek voltak kitéve izoldlasuk el6tt, amely eredményeként egy igen atfogd képet
biztositanak a S. cerevisiae torzsek evolucios és dkologiai eredetérél. Tobbek kozott talalhatunk
torzseket Azsiabol, Européabol, Brazilidabol és Afrikabol, valamint a torzsek listdja tartalmaz
mintakat pékségekbdl, gyarakbol, erddkbdl és az emberi szervezetbdl is (Peter és mtsai, 2018).
Az egyes mintakhoz tartoz6 leolvasasokat az S288C referencia genomra térképezték ra illetve
illesztették Ossze. Osszesen 1 625 809 referencia-alapt egy nukleotid polimorfizmust (single
nucleotide polymporphysm, SNP) detektaltak, melyek hozzajarulnak az izolatumok
valtozatossagahoz. A SNP-ket felhasznalva a torzsekhez egy filogenetikai fat is készitettek, melyen

végll 26 csoportot, ugynevezett kladot kiilonitettek el, valamint harom mozaik csoportot is
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azonositottak. Ezen kiviil a kladok 6kologiai eredetét is vizsgaltak, és ezek alapjan négy csoportot
kiilonitettek el: domesztikalt, vad, emberi szarmazasu, vagy ismeretlen eredetii. A kutatasok soran
azt is sikeriilt megéllapitaniuk, hogy valdsziniisithetéen Kelet-Azsia lehet a S. cerevisiae foldrajzi
eredete. Erre a nemrégiben felfedezett, nagymértékben eltéré vadon €16 kinai torzsek engednek

kovetkeztetni (Peter és mtsai, 2018).

14.1.2. Az SGRP SET 2 kollekcio

A Saccharomyces Genome Resequencing Project (SGRP) egy kutatasi projekt, amelynek célja
a Saccharomyces cerevisiae, vagyis a koOzonséges soOréleszté genomjanak részletesebb
megismerése volt. A projekt Richard Durbin csoportja (Wellcome Trust Sanger Institute) és Prof.
Ed Louis csoportja (Nottinghami Egyetem Genetikai Intézete) kozotti egyiittmiikodés volt (Carter,
2008). A projekt célja a genetikai diverzitas feltarasa ezen élesztégomba faj kiillonbozo térzseiben,
beleértve a természetes populaciokat és az ipari felhasznalasra szant torzseket is. Az eredeti SGRP
kollekcio egyszerre tartalmaz S. cerevisiae és S. paradoxus torzseket, az SGRP 2 és 3 azonban mar
csak kiilon tartalmazza az egyes fajokat.

Az S288c ¢és W303 stabil haploid laboratoriumi torzsek kivételével, ezek a torzsek
monosporikus szarmazékai a 36 S. cerevisiae torzsnek, amelyeket az SGRP konzorcium kiilonb6z6
mélységli lefedettséggel szekvenalt. A torzsek mind uracil auxotrofok, amelyeket egy 6 bazispar
hosszu vonalkoddal jeloltek meg. Ezeket a vonalkodokat kiilonb6zo restrikcios enzimek ismerik
fel, ami megkonnyiti az azonositast. A legtobb torzsnél elérhetéek stabil haploid (Mat a és Mat o)
¢és diploid (Mat a/a) valtozatok, amelyekbdl a parosodasi tipus valtasért felelds homotallikus
endonukleaz gént (HO) eltavolitottak.

Ez a projekt fontos, mert hozzajarult a Saccharomyces cerevisiae genomjanak részletesebb
megismeréséhez, ¢s eldsegitette az élesztdgombak evoluciods torténetének €s ipari jelentdségének
jobb megértését is. Az eredmények értékes informacidkat nyujtanak a biotechnologiai

alkalmazasok szamara, kiilonosen az élelmiszer- €s italiparban, valamint a gydgyszeriparban.
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2. Célkitiizések

A Saccharomyces cerevisiae invaziv novekedése egy tobbek altal kutatott téma, de a mai napig
vannak olyan részei, amikre nem feltétlen tudjuk a valaszt. Emiatt ebben a dolgozatban
megprobalunk valaszt talalni a S. cerevisiae invaziv novekedésének koriilményeire és részletire,
hogy pontosabb képet kaphassunk ezekrdl a morfologiai képletekrdl. Terveink kozott szerepel I. a
S. cerevisiae invaziv novekedése és a filogenetikai hovatartozas kozti kapcsolatok megfigyelése,
II. a haziasitds vizsgalata az invaziv novekedés fiiggvényében, III. az Okologiai kdrnyezet
szerepének vizsgalata az invaziv novekedésre, IV. a ploidia hatasa az éleszt6 torzsek invazivitasara

¢és V. a penetracids mintazatok vizsgalata.
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3. Anyagok és modszerek
3.1. Felhasznalt torzsek

A kisérletek elvégzéséhez két kiilonbozo torzskollekceiot is felhasznaltunk. Az elsé a 1011
Saccharomyces cerevisiae torzsbol allo gyijtemény. A bevezetében taglalt valtozatos
¢lesztétorzsek miatt a kiilonbozo torzsek mas-mas kornyezeti hatasokra egyedi médon reagalnak,
ezért is valasztottuk kisérletiinkhoz ezt a gytijteményt. A masik gyiijtemény pedig egy 36 torzsbol
all6 SGRP SET 2 kollekcio. Mindkét kollekciot mar tobb kiilonbozd vizsgalatnak alavetették,
ebben a kisérletben pedig az invazivitasukat teszteltiik (De Chiara és mtsai, 2022; Peter és mtsai,

2018).

3.2.  Azinvaziv novekedés vizsgilatainak modszere

Az invaziv novekedés nagy-ateresztOképességii modszerét Farkas és munkatarsai fejlesztették
ki (Farkas és mtsai, 2022).

Az ¢€lesztd izolatumokat -80 °C-0s fagyasztdban taroltuk a kioltasukig, amikor is 100 ul YPD
(yeast peptone dextrose) tapoldatba oltottuk le kézi ujrasterilezhetd, 96 fém tiibol allo atoltd eszkoz
(pintool) segitségével. A tapoldat tartalmazott 1 % élesztkivonatot, 2 % peptont, valamint
szintén 2 % gliikozt tartalmazott. Ezek mellett a tdpoldatot a bakteridlis fertdzések elkertilése
végett 1 % Pen-Strep-pel (Capricorn scientific) egészitettiik ki, ami penicillin G és streptomicin
keveréke. A sejteket 96 lyuka mikrotiter lemezeken novesztettiik két napig. Ez id6 alatt 30 °C
hoémérsékleten inkubaltuk dket egy Incubator 1000 fiitdmodulban, €s 1050 rpm-en razattuk oket
egy Titramax 1000 rezgdlapos razatd segitségével (a razaté amplitaddja 1,5 mm).

A két nap eltelte utan a torzseket frissen ontott négyszogletii YPD-agar lemezekre oltottuk ki.
A lemezekbe aznap készitett, tipanyagban gazdag, szilardit6 anyagot (3 % agart) és 1 % Pen-
Strep- et tartalmazo YPD téaptalajt mértiink ki (35 ml lemezenként). Ezekre a lemezekre ~1-2 ul
¢lesztokultarat juttattunk ki minden egyes vizsgalt torzsbdl egy automatizalt folyadékkezeld
munkaallomasban (Hamilton Microlab STAR robot) egy lebegé tiis pintool segitségével. Ennek a
robotnak a hasznalatara a rendszer gyorsasaga és pontossaga miatt volt sziikség, mivel munkéja
pontosabb, mintha kézi pintool-t hasznaltunk volna. A robotos atoltds utdn a lemezeket egy
folyadékkopenyes inkubatorban (Shel Lab SCP6AD) 6 napon keresztiil ndvesztettiik 30 °C-on.

Minden vizsgélt torzsbol négy replikatumot készitettiink. A mikrotiter lemezek keretére (a

legkiilsé oszlopokra és sorokra) egy laboratoriumi éleszt6torzset helyeztiink, amely poziciokat a
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lemez sz¢li hatasa miatt nem hasznaltunk az analizis soran, mivel a négyszogleti YPD-agar lemez
szélein novo torzsek a tobbi torzsnél nagyobbra tudnak nének amiatt, hogy a kornyéken 1évo
tapanyagokat nem minden irdnybol veszik el szomszédos telepek. A lemezek keretére a BY4741
genetikai hattér alap torzsét oltottuk ki, ami egy haploid, Mata t6rzs, mely az S288C torzsbol
szarmazik. Ezen kiviil az egyéb szisztematikus lemez-hatdsok kiszlirésére miatt minden lemezen
elhelyeztiink kontroll torzseket is (1. tablazat). Ezek koziil az L5684 egy olyan haploid Mata torzs,
ami a £1278b torzsbol szarmazik, ennek a diploid parja az L5366, ami szintén az alap X1278b torzs
egyik leszarmazottja. Az L5684 torzset hasznaltuk pozitiv kontrollnak, mivel korabbi cikkekbdl
kideriilt, hogy magas szintli invazivitdst mutat (Cullen & Sprague, 2000). Negativ kontrollnak
pedig a BY4741 és BY4743 genetikai hattér alap torzseit hasznaltuk, amelyek az S288C hattérbol
szarmaznak, és a £1278b torzshoz képest polimorfizmus mutatnak a FLO8 génben: egy recessziv
funkciovesztést okozd nonsense mutaciét hordoznak amelynek hatasara ezen térzsek nem
mutatnak sem fonalas novekedést, sem invaziv névekedést (Liu és mtsai, 1996). A BY4741,
kereten is elhelyezett Mata torzs diploid valtozata a BY4743. A kontrollok mellett minden
mikrotiter lemezen 52 torzs volt az 1011 kollekciobol, amelynek eredményeként 22 lemezt

hoztunk 1étre és vizsgaltunk a tovabbiakban.

Torzs neve Hattér Genotipus Ploidia Felhasznalas Referencia
Mat A, his3A0, leu2A0, met15A0, keret, negativ
BY4741 S288C 1 Liu és mtsai,
ura3A0 kontroll 1996
Mat A/a, his3A0, leu2A0,
BY4743 S288C 2 negativ kontroll Liu és mtsai,
metl15A0, ura3A0, lys2A0 1996
) Cullen &
L5684 21278b Mat A, ura3-52, leu2::hisG 1 pozitiv kontroll
Sprague, 2000
. Cullen &
L5366 >1278b Mat A/a, ura3-52, leu2::hisG 2 pozitiv kontroll

Sprague, 2000

1. tablazat. A tablazat a kisérletek soran hasznalt kontroll torzsek

genetikai hatterének leirasat tartalmazza.

3.2.1. A lemezek fotézasa és mosasa

A lemezeket 5 napos inkubaciot kovetden egy Canon EOS M50 kamera segitségével alulrol
megvilagitva fotoztuk le, a késobbi kiértékelések soran ezek a képek voltak a *mosas el6tti’ képek.

Fot6zas utan lemostuk roluk a felsé sejtréteget az elsé mosas keretein beliil. Ehhez el6szor 10-10
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ml desztillalt vizet mértiink mindegyik lemezre, majd egy Titramax 101 rezgllapos razaton 5
percig 700-750 rpm-mel (a razaté amplitidoja 3 mm) eldlazitottuk a képz6dott koloniakat, amely
megkonnyitette a kés6bbi mosasi 1épéseket. Ezutan mindegyik lemezt egyesével egy koriilbeliil 60
ml/s—os desztillalt vizes vizsugar ala helyeztiik, majd a lemez minden pontjat egyenletes ideig
mostuk hozzavetdlegesen 6t percen keresztiil. A mosas utan egy papirtorld segitségével felitattuk
a lemezben maradt felesleges vizcseppeket, és végiil 20 percig hagytuk dket szaradni. Miutdn
minden lemezzel elvégeztiik ezt a folyamatot, lefotoztuk ket még egyszer, ezek a képek voltak
végiil a 'mosas utani, eredeti’ képek. A fotdzas utan a lemezeket visszahelyeztiik az inkubatorba
30 °C-ra, ahol egy éjszakan at novesztettiik 6ket tovabb, hogy az esetlegesen agarba penetralt
torzsek tovabb novekedhessenek még. A kovetkez6 nap a lemezeket kivettiik, és szintén desztillalt
vizes vizsugar alatt lemostuk Oket, itt viszont alkalmaztunk egy dorzsdléses (’rubbing”) technikat,
ami soran 6vatosan gumikesztyls ujjal eltavolitottuk még a maradék, az agar felszinén maradt
sejtet, ezaltal biztositva, hogy csak az agarba penetralt sejteket vizsgalhassuk. A lemezeket ezutan
az el6z6 naphoz hasonloan papirtdrldvel attoroltiik, majd 20 percen keresztiil szaritottuk. Ezutdn
pedig elkészitettiik a harmadik képet, az eredmények kiértékelésénél ezek a lemezek voltak az

’mosas utani, rubbing’ képek.

3.2.2. Azinvaziv novekedés szamszeriisitése

A telepeket alulrol vilagitottuk meg fotézasuk soran, hogy jobb képet kaphassunk az altaluk
hagyott lenyomatokrol. Az adatok kiértékeléséhez egy, erre a célra Kifejlesztett képelemz6 scriptet
alkalmaztunk MATLAB programozoi kornyezetben megirva (Farkas és mtsai, 2022). A program
az egyes telepeket mosas eldtti és utani pixel intenzitasait hasonlitotta Gssze, melyeknek az
aranyabol ezutan kiszdmolja az invazivitasi pontszdmot.

A program szegmentalta az objektumokat, majd eliminalta az agar taptalajbdl szarmazo zajt
azaltal, hogy kivonta a telepek pixelintenzitasabol a hattér (taptalaj) pixelintenzitasat (2. abra). Ezt
kovetden az invazivitdsi pontszamot az alabbi modon szdmoltuk ki: mosés utani pixelintenzitas /
mosas elotti pixelintenzitas. A relativ invazivitast ezt kovetden tgy kaptuk meg, hogy a torzsek

invazivitasi pontszamat a pozitiv kontrollként hasznalt térzsek invazivitadsaval normaltuk le.
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2. abra. Invazivitas vizsgalata. A program altal szegmentalt objektumok a *mosas el6tti’ és a *'mosas utani, rubbing’
képen. A program ezutan ezeknek a szegmentalt objektumoknak a pixelintenzitasa alapjan hatarozza meg az
invazivitas mértékeét.

3.3. A penetraciés mintazatok csoportositasa

Az agarba penetralo torzseket altalunk meghatarozott tulajdonsagok alapjan csoportositottuk.
Ezek alapjan megfigyeltiikk az egyes kolonia lenyomatoknal a kdzépsé koloniarész meglétét, a
kiilsé karima megjelenését és vastagsagat, a szektorok eléfordulasat, a belsd sejtmentes gylirii

o

meglétét, a gylirlik szdmat és a megjelend ,,szigetek™ stirliségét (3. abra).

[ belsd sejtmentes gylir(i és gy(iriik ]

UWOPS03-429.1 Y12_1b

Bertam pdlma nektdr Pdlma bor

Gylir(s telep szektorokkal és
kézépsé koldnia tertlettel

s ® ..

[ "- ‘e “d

w3

I

.
@ "* ra
(3
[ ® ‘* i
. -
UCD_40-49 CLIB415
Citrusok fermentdcidja Fermentdlt ital

3. abra. Példak a penetraciéos mintazatokra. Az abran kiemelve lehet latni a bels6 sejtmentes gyiirit, a kozépso
koloniarészt, a szigeteket, a szektorokat és gytriiket. A méretskala 1mm. A fotok alatt a térzsek neve illetve az
izolalas helye lathato.

Az elemzést szabad szemmel végeztiik az *'mosas utani, rubbing’ képek alapjan. A kdzépso

koloniarész és a belso sejtmentes gyiirii megjelenését binaris valtozoként jeldltiik (nincs jelen: 0,
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jelen volt: 1). A karima méretét, a szigetek stirliségét és a szektorok megjelenését egy egytdl otig
terjed6 skalan pontoztuk. A rétegek szamahoz pedig az egyes telepek gytirtiinek tényleges szamat

rendeltik hozza.

b

elsé sejtmentes gylrli——m—___|

+ k6zépsb koloniarész —_—
szigetek\

/szektorok

4. abra. Penetracios struktiurak sematikus rajza. Az dbran két példan mutattuk be az altalunk talalt fontosabb
penetracios struktarakat. Az abra bal felén 1év6 példa lenyomaton a kdzépsé koloniarészt, a karimat és a szektorokat
lehet latni, ez egy 4 gyfiriis struktiira. Az abra jobb oldalan pedig a k6zEéps6 koloniarészt, a bels6 sejtmentes gytriit, a

szigeteket és a karimat lehet 1atni, ez egy 3 gytris struktira.

3.4. Az adatok kiértékelése

Az adatok kiértékeléséhez az RStudio szoftvert hasznaltuk, amely az R program nyelvet
hasznalja (R: The R Project for Statistical Computing, 2001) egy integralt fejleszt6i kdrnyezetben
(IDE).
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4. Eredmények
4.1. A természetes torzsek invazivitasanak vizsgalata

Az élesztok evolucidja sordn azok invaziv novekedésében létrejott természetes variancia
felderitéséhez megmértiik az 1011 S. cerevisiae torzsgylijtemény invaziv novekedését agar-
lemosasos modszerrel (Iasd Anyagok és modszerek 3.2). A kisérletet kovetden elso 1€épésként a
torzseket két kiilon csoportra osztottuk: invaziv, illetve nem invaziv térzsek. Ehhez az invazivitas
mértékének eloszlasat vettiik alapul a vizsgalt torzsek kozott, amely soran azt tapasztaltuk, hogy a
torzsek kozott jelentds eltérések vannak: egyesek kis, mig masok nagy invazivitassal rendelkeznek.
A kismértékill invazivitast mutatd torzsek esetében célunk az volt, hogy meghatarozzunk egy alsé
hatart (5. abra).

Invazivitasi skala
150- :

_‘
o
Q@

Torzsek szama
(@)]
S

o ntiilh

107 102 0 10°
Az invazivitas a torzsek kdzott

5. dbra. Invazivitas az 1011 kollekciéban. A hisztogram x tengelyén az invazivitas mértéke lathato, az y
tengelyen pedig a torzsek szama. A sotétkék szaggatott vonal az invazivitas alsé hatarat jeloli: felette a torzsek
invazivnak, alatta pedig nem invazivnak tekinthet6ek. Ezt a hatart a lemosott lemezeken megfigyelhetd, szemmel
még lathatd

torzsek invazivitasi értéke alapjan validaltuk.

Azok a torzsek, amelyek ezen a hataron feliil helyezkednek el, invazivaknak tekinthetok, mig
az alatta 1évOk nem invazivak. Ezt a hatart a szabad szemmel lathatd, penetrald sejtek jelenléte
alapjan allapitottuk meg. A torzsek akkor mindsithetdk invazivnak, ha medidn invazivitasi
pontszamuk (median invasivity score) (a négy replikatumbol szamolt median érték) meghaladja a
0,01-et, és szignifikansan magasabb, mint a negativ kontrollként hasznalt laboratériumi BY4741
torzsé (Wilcoxon teszt, p < 0,05, tobbszords szignifikancia tesztelésre korrigalva [FDR]). Ez

alapjan azt talaltuk, hogy a vizsgalt torzsek kortilbeliil két harmada invaziv (N = 732).
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Azt figyeltiik meg, hogy a legtobb torzs agar felszin feletti részeit konnyen le lehet mosni,
ezzel szemben vannak olyan torzsek, amelyeknél csak dorzsoléssel lehet a felszin feletti koloniat
eltavolitani. llyen példaul a £1278b haploid torzs, aminél ismert, hogy a Flo11p adhezin sziikséges
az agarhoz vald tapadashoz (Liu és mtsai, 1996). Annak érdekében, hogy kimutassuk, mely
torzsek képesek az agar felszinéhez tapadni, és abba behatolni, 6sszehasonlitottuk az *mosas utani,
eredeti’ és az ’mosas utani, rubbing’ képek invazivitasat. A dorzsoléses technika azért volt
elényds, mert az agarhoz vald tapadashoz sziikséges gének, mint példaul a FLO11 jelenlétét is
tudtuk vele tesztelni. Azok a torzsek, amelyek az els6 mosas utan nagyobb invazivitast mutattak,
mint a masodik mosds utdn, hajlamosabbak volt az agar felszinhez tapadni, mint abba behatolni.
Erre az egyik jo példa a haploid X£1278b, amely az elsé moséas utdn nagyobb pixelintenzitast
mutatott az elemzés soran, mint a masodik mosas utdn. Az abrén ezt nyillal jeldltiik (6. abra). Ez

a torzs egy ismert, korabban leirt invaziv torzs, amit végiil pozitiv kontrollnak is hasznaltunk.

AL eeco0occcco0 B.
00000000000
000200000000 °
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6. abra. A lemezek a mosasok elott és utan. Az ,,A” képen még a mosas elbtti, 'mosas el6tti” kép, a ,,B” kép az els6
’mosas utani, eredeti’ kép, a ,,C” kép pedig a masodik mosas utani, *'mosas utani, rubbing’ kép lathat6. A harmadik
képen tobb sejt lathatd, am ami azért van, mert ezeket a lemezeket a fotdzas el6tt egy éjszakara visszatettiik az
inkubatorba.

A lemezeket az elsé mosasi 1épést kovetden tovabb inkubaltuk 30 °C-on egy éjszakan
keresztiil. Az els6 mosas sordn lathatd volt, hogy melyek azok a sejtek, amelyek az adhezinek
hatasa miatt nem mosddtak le. A tovabbi éjszakai inkubacio célja, hogy azok a sejtek, melyek
penetraltak az agarba, tovabb tudjanak néni. A masnapi, dorzs6léses modszerrel lemosott képeken

ezért az esetek tobbségében tobb sejt 1athatod, mint az elsd mosas utani képeken.
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4.2. Az invazivitas vizsgalata a torzsek kiilonbozo tulajdonsagai alapjan
4.2.1. Azinvaziv novekedés mértéke a kiilonb6z6 kladokban.

Az 1011 kollekcidban 6sszegytijtott torzsek 30 kladba sorolhatdk be (ezek koziil egy csoport
van az ismeretlen eredetli torzseknek, ,,Unc”). Azt vartuk, hogy az egyes kladokban eredettdl
fliggben mas lesz az invazivitas mértéke. Ehhez Kruskal-Wallis tesztet végeztiink el, amelynek
eredményeként szignifikans heterogenitas volt megfigyelhet a kladok invazivitasa kozott (p < 2.2
x 10716, 7. abra).

Kruskal-Wallis, p < 2.2 x 10°16
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7. abra. Az invazivitas mértéke az egyes kladokban. Az X tengelyen a kladok roviditett nevei, az y tengelyen
pedig az invazivitas mértéke lathato. A kladok teljes nevét a roviditésekkel egyiitt a fiiggelékben lehet megtalalni.

Az invazivitds mértéke jelentdsen magasabb az olyan klddokban, mint példaul az 5. French
dairy (féleg camembert sajtokbol szarmazé élesztét tartalmaz), 10. French Guiana human (a mintak
tobbsége emberi liriilékbol szarmazik), 19. Malaysian (Eugeissona tristis nektarjabol izolalt
mintakat tartalmaz) és a 25. Sake (féleg szakébdl kivont élesztok). Ehhez képest van olyan klad,
ahol egyértelmiien alacsonyabb medidn invazivitas volt jellemzd, mint példaul a 17. Taiwanese
kladban (ahol foként talajbol szarmazé mintak vannak). Ezek mellett azonban azt is meg lehet
figyelni, hogy a legtobb klad esetén a torzsek nagy szorast mutatnak a kladokon beliil is (6. abra).
A kladok kozotti kiilonbségek mogott legalabb két lehetséges magyarazat lehet. Az egyik
lehetséges magyardzat az az, hogy az invazivitds nem egyszer, hanem t6bbszor, egymastol
fiiggetlentil alakult ki (a torzsek szamozasa mutatja, hogy a filogenetikai fan mennyire allnak kozel
egymashoz), és ahol kialakult, ott sem minden torzs rendelkezik vele. A masik lehetséges
magyarazat pedig az, hogy a S. cerevisiae 6si torzs eleve invaziv volt, majd az evollcid soran

bizonyos vonalak valamilyen evolucids folyamat hatdsara elvesztették ezt a képességet.
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4.2.2. Azinvaziv novekedés valtozasa a kornyezethez alkalmazkodva

Az altalunk hasznalt térzsek a vilag tobb pontjarol, sok kiillonbdzé dkoldgiai kornyezetbdl
szarmaznak. Felmeriil a kérdés, hogy esetleg az élesztdk evolicidja sordn a kornyezethez vald
alkalmazkodas milyen hatassal van az invazivitasra. A kiilonb6zo Okologia eredetli torzsek
invazivitasat Kruskal-Wallis teszttel hasonlitottuk 6ssze, amely soran szignifikans heterogenitast
tapasztaltunk (p < 2.2 x 10728, 8. abra). A teszt eredménye azt sugallja, hogy az Skoldgiai eredet
befolyasolja az invazivitas mértékét. A leginvazivabb csoportok ezek alapjan a Tejtermék, Human,
Szaké és Viz.

Kruskal-Wallis, p < 2.2 x 10°16

0.100-

e =
o o
o —
— =)

Almabor Bioetanol ~ Bor Erjedt Fa  Gyumolcs Human  Ipari  Klinikai  Labor  Leparlo

nvazivitds mértéke
o
)
S

~ 0.010-
0.001- ; ; . : : ; : ‘ :
Palmabor Pékség Rovar Sor Szaké Talaj Tejtermék Természet Virag Viz
8. abra. Kiilonboz6 okolégiai kornyezetbél szarmazé torzsek invazivitasa. Az x tengelyen az egyes csoportokat
lehet 14atni, az y tengelyen pedig az invazivitas mértékét.

Az eredményeket azonban befolyasolhatja, hogy a Tejtermékekbdl szarmazo mintak tobbnyire
az 5. French dairy kladba tartoznak, az Human mintak a 10. French Guiana human kladba, a Szaké
mintdk pedig a 25. Sake kladba. Ezek alapjan nem lehet egyértelmiien meghatarozni, hogy a
kornyezeti tulajdonsdgok miatt invazivabbak ezek a torzsek, vagy pedig a filogenetikai fan valo
elhelyezkedésiik miatt. Azonban sejthetjiik, hogy itt foként a kdrnyezeti viszonyok jatszanak
nagyobb szerepet, mivel ezek a kladok a filogenetikai fan igen messze talalhatoak egymastol, ami
arra utal, hogy az invazivitds, mint tulajdonsadg egymas utan tobbszor is kialakult egy bizonyos
természeti hatdsra valaszként.

A Vizi mintak azonban nem csak egy kladban talalhatbak meg, hanem nagyon sokrétii eredettel
rendelkeznek, igy méltan lehet allitani, hogy ebben az esetben a magas invazivitas oka az 6kologiai

kornyezethez valé alkalmazkodasban keresendd. Ebben a csoportban kiilonb6z6 vizi forrasokbol
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gyljtottek Ossze élesztd izolatumokat, példaul tengervizbdl, folyokbol (Duna, Morva), halastobol,
valamint tiszta €s szennyezett forrasokbol is.

Itt is meg lehet figyelni, mint a kladok esetében, hogy azok az dkologia csoportok, ahol nem
kiemelked6en magas a median invazivitas, ott altalaban jelentés mértékii szorast lehet felfedezni a
torzsek kozott. Ez valoszintsiti, hogy az invazivitas €s a kornyezet nem feltétleniil all szoros
kapcsolatban, vagy az egyes csoportok olyan diverzek, hogy kisebb alcsoportokra kéne osztani
Oket, hogy valddi hatast figyelhessiink meg populécios szinten is. A kisebb csoportokra bontés
azonban ennyire valtozatos koriilmények kozott megtalalhato torzsek kozott nem konnyti, hiszen

véges sok alcsoport 1étrehozasat igényelné a feladat, amiket rendszerezni bonyolult lenne.

4.2.3. Azinvazivitas osszehasonlitasa a vad és a domesztikalt torzsek kozott

Az 1011 kollekcié tartalmaz olyan torzseket, amik a természetbdl szarmaznak, ezek a vad
izolatumok, és tartalmaz olyanokat is, amiket valahol a multban ,haziasitottak” (domesztikaltak),
példaul sorgyartasban, szaké készitésben vagy esetleg pékségekben, és még sok mas helyen.
Ezekre a torzsekre kiilonbozo evolucios hatasok érvényesiilnek, €s emiatt kiilonbdzo modon
reagalnak adott koriilményekre. A kisérlet soran a novekedésiik alatt mind a vad, mind a
domesztikalt torzsek ugyanolyan ndvekedési hatdsoknak voltak kitéve, és igy képesek vagyunk
altalanos trendeket megfigyelni a két csoport kozott.

A két csoport kozti kiilonbségek meghatarozdsara nem parametrikus Wilcoxon probat
végeztiink el (p=0,017), és azt talaltuk, hogy a vad élesztk hajlamosabbak az invazivitasra, mint
a domesztikalt ¢€lesztok (9. abra). Ez alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a természetbdl
Osszegylijtott €leszték jobban képesek alkalmazkodni a tdpanyaghidnyhoz, mint a domesztikalt
élesztok, amelyek rendszerint nem szenvednek tapanyag hianyban az egyes gyartasi folyamatok
soran. Ezért egyes, domesztikalt élesztok valosziniileg elvesztették az invazivitdshoz vald
képességliket, mert nem kellet a természet zordabb koriilményeivel megkiizdeni. Ezzel szemben
azt feltételezziik, hogy a vad izolatumok jobban képesek alkalmazkodni a kérnyezeti valtozaskhoz,
mivel csak azok a torzsek maradhatnak fent sokaig a vadonban, amelyek alkalmazkodo képessége

igen magas.
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Wilcoxon, p = 0.017 Fisher's test, p = 0.00225
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9. abra. A domesztikalt és vad éleszték osszehasonlitasa. Az X tengelyen a domesztikalt és vad élesztoket lehet
latni, az y tengelyen pedig az invazivitas mértékét. A bal oldali abra és a Wilcoxon teszt alapjan egyértelmtien
megallapithato, hogy a vad éleszt6k magasabb invazivitassal rendelkeznek. Emellett az invaziv torzsek szignifikans
feldtisulasat is tapasztaltunk a vad élesztok esetén (Fisher teszt, p < 0.01).

4.2.4. Azinvazivitas 6sszehasonlitasa az aneuploidok és az euploidok kozott

Egy fontos kérdés, hogy az élesztokben a kromoszomak szegregéacios hibai miatt 1étrejott
aneuploidia események mennyire befolyasoljadk az invaziv ndvekedést, amihez a torzseket két
csoportba osztottuk: aneuploidok és euploidok (azaz, amelyekben nincs ilyen jellegli hiba). Az
elemzéseink sordn a két csoport kozott az invazivitas mértékének Osszehasonlitdsara eldszor
Wilcoxon probat végeztiink, amellyel alapjan elmondhatd, hogy az invazivitds mérté¢ke nagyobb

az aneuploidok kozott (p = 1.4 x 107, 10. &bra).

Wilcoxon, p = 1.4e-05 Fisher's test, p = 0.000739
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10. abra. Az euploidok és az aneuploidok dsszehasonlitasa Wilcoxon- és Fisher-teszttel. Az abra els6 felén a
Wilcoxon teszt eredményét lehet latni, valamint az euploidok és az aneuploidok kozotti invazivitasbeli
kiilonbségeket box plot-on abrazolva. Az abra masodik felén pedig a Fisher-teszt eredményét lehet latni, valamint az
invaziv torzsek szazalékos eloszlasat a két csoport kdzott.
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Annak vizsgalatara, hogy van-e 0sszefiiggés akozott, hogy egy torzs tartalmaz-e anueploidiat
vagy sem, illetve hogy invaziv vagy nem invaziv, Fisher-tesztet végeztiink el, aminek
eredményeként az aneuploid torzsek esetén az invaziv torzsek szignifikans feldusuldsat
tapasztaltuk (p=0,000739, 10. dbra). Az aneuploid torzsek 77%-a invaziv volt, mig ez az érték az
euploidok esetén csupan 64,4% volt. Ugyan kevesebb aneuploid torzs (N = 204) van, mint euploid
(N = 745), az aneuploidok esetén aranyaiban 19,5%-kal tobb invaziv torzs van, mint az euploidok

esetén.

4.2.5. Azinvaziv novekedés és a ploidia kapcsolata

Az 1011 és az SGRP SET 2 kollekcioban a haploid és diploid térzseken kiviil kisebb szamban
megtalalhatoak triploid, tetraploid és pentaploid torzsek is, ami nagy segitséget nyujt a kiilonboz6
e befolyasolni az invaziv novekedést, a kiilonb6z6 ploidiaja térzs-csoportokat Kruskal-Wallis
teszttel hasonlitottuk Ossze, amely soran nem talalatunk szignifikans heterogenitast (p = 0,29, 11.

abra), amely arra utal, hogy a ploidia szintje nem befolyasolja az invazivitas.

Kruskal-Wallis, p = 0.29
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11. abra. A relativ invazivitas és a ploidia 6sszehasonlitasa. Az x tengelyen a ploidia lathaté, az y tengelyen pedig
a relativ invazivitas. Az abra alapjan megallapithato, hogy a ploidia nem befolyasolja az invaziv ndvekedést.

4.2.5.1. Diploidok és haploidok invaziv novekedésének osszehasonlitasa

Hagyomanyosan az invaziv ndvekedést haploid torzsekben vizsgaljak (Kuchin és mitsai,
2002), mig ezen tulajdonsdg diverzitasanak feltdrasa diploidokban eddig még csak kisebb skalan
tortént meg (lasd Hope és mtsai, 2014). Ennek feloldasara a mi altalunk elvégzett szisztematikus

kisérletek
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megoldast nyujtanak, mivel lehetéséget adnak a diploidok és haploidok Osszehasonlitdsara. Az
1011 kollekcid esetén megallapitottuk azt, hogy a diploidok is képesek invaziv novekedésre,
azonban az itt talalhaté haploid és diploid torzsek egymastol fiiggetlen genotipusok, igy azok direkt
Osszehasonlitdsa nem megoldhato. Ennek ellenére 6sszehasonlitd analizist végeztink az 1011
kollekcion (12. abra). Wilcoxon féle eldjeles rangproba hasznalataval meg tudtuk allapitani, hogy

nincs szignifikans kiilonbség a diploidok ¢s haploidok invazivitdsat vizsgalva (12. abra).
Wilcoxon, p = 0.89
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12. abra. A relativ invazivitas mértéke a haploid és diploid torzsek kozott. Az X tengelyen a haploidokat és a
diploidokat lehet latni, az y tengelyen pedig a relativ invazivitas mértékét.

Emellett azonban az SGRP SET 2 kollekcio 25 olyan tdrzset tartalmaz, amelyek
megtalalhatéak haploid és diploid allapotban is, azaz lehetdség van ezen izogenikus torzsek
kozvetlen 0sszehasonlitdsara és ezaltal meg tudunk allapitani altaldnos trendeket a diploidok és
haploidok invazivitdsarol. A paros analizis soran azt vettiik észre, hogy az egyes torzseknél eltérd
lehet, hogy a haploid vagy a diploid variacié az invazivabb. Példaul mint ahogy a 13. abra is
mutatja, az YPS128 torzs esetében a haploid verzié sokkal nagyobb invazivitast mutatott, mint a
diploid verzidja. Ezzel szemben az L 1528 torzs esetén a diploid térzs mutatott nagyobb
invazivitast a haploiddal szemben. Azokban az esetekben, ahol a diploidok ¢és a haploidok
invazivitasanak mértéke egyezd volt, egyik variacid esetében sem figyeltiink meg invazivitast.
Ezek alapjan meg lehet allapitani, hogy a ploidia és az invazivitds mértéke kozott nincsen
altalanosan megfigyelhet6 trend, az inkabb genotipus-fiiggést mutat, mivel esetenként eltérd, hogy

éppen melyik valtozat mutat nagyobb invazivitast.
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13. abra. Az SGRP SET 2 kollekcié haploid és diploid torzseinek dsszehasonlitasa. Az x tengelyen az invazivitas
mértéke lathato, az y tengelyen pedig a kollekcidba tartozo torzsek, vizszintes vonallal 6sszekotve az izogenikus
haploid és diploid torzsek. A W303 torzs esetében nincsen diploid, amit meg lehet figyelni, a DBVPG_1788,
DBVPG 181853 ¢s DBVPG_6040 torzseknél pedig nincsen haploid.

4.3. Az invaziv novekedés soran keletkez6 penetraciés mintazatok

A kisérletek elvégzése soran megfigyeltiik, hogy az egyes invaziv torzsek mas és mas
alakzatban ndnek bele az agarba. Ennek vizsgélata alkalmat adhat arra, hogy az egyes lenyomati
formakbol kovetkeztessiink a teljes kolonia (beleértve az agar felszin feletti részt is)
morfologidjara, illetve a komplexebb esetekben a telep fejlodésére. Feltételeztiik, hogy a bendtt
rész mintazata alapjan meg lehet allapitani, hogy milyen mddon, milyen sorrendben alakultak ki
az egyes kolonia részek. Az ugynevezett biofilm kolonia fejlddését Vachova és mtsai. részletesen
jellemezték (14. dbra). Az egy napos kolonia also sejtjei rovid pszeudohifakat képeznek, amelyek
penetralnak a taptalajba. Ezutan kialakul a belsd iireg, majd a kolonia elsdsorban horizontalis
iranyba kezd el ndni, mikdzben a kiils6 karima megemelkedik. Késdbb a kozépsd koloniarész
tovabb terjed horizontalis irdnyba, ezzel tovabb tolva a kiilsd peremet, kialakitva egy csészéhez
hasonld format. Ezalatt a perem alapjan 1évé sejtek a taptalajba penetralnak (masodlagos
penetracio), amely rogziti a peremet az agarhoz (14. éabra). Feltételezésink szerint hasonld
események allhatnak egyes altalunk megfigyelt penetracios struktarak megjelenésének hatterében.
A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy ennek a penetraciés mintazatnak lehet-e koze esetleg

valamely, kordbban is szamitasba vett tulajdonsaghoz.
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14. abra. A belsé sejtmentes gyiirii feltételezett kialakulasa. Az “A” részben Vachova és mtsai 2011-es
cikkébdl lathatunk egy részletet, amely egy telep keresztmetszetét mutatja be. A “B” részben pedig a bels6
sejtmentes gytri
sematikus rajzat, és egy példat lehet latni. Feltételezziik, hogy a biofilm koldnia névekedési modjatol alakul Ki a
feltisztult rész a telep lenyomataban.

Az invazivitasi kisérletek soran késziilt képek koriilbeliil egyharmadat dolgoztuk fel, amely
soran az alabbi tulajdonsagokat értékeltiik: k6zépso koloniarész megléte illetve belsd sejtmentes
gyiri jelenléte (hiany: 0, jelenlét: 1), valamint a megjelend szigetek, szektorok, gyiiriikk szama, és

a kiils6 karima vastagsaga (egytdl otig terjed6 skala, 14. abra).

43.1. A domesztikaltsag hatasa a penetraciéos mintazatokra

Az adatok analizise soran néhany tulajdonsag megjelenése €s a belsdé vagy kiilsé kornyezeti
tényezok kozott kapcsolatot lehet észrevenni. Ilyen kapcsolatra példa a domesztikalt és vad torzsek
kozott figyelhetd meg: a vad torzseknél gyakrabban talalhatd belsé sejtmentes gytirti, valamint
k6zéps6 koloniarész, mint a domesztikalt térzseknél (Wilcoxon-proba, p-érték=0,02). Az ezekkel
rendelkez6 torzsek bonyolultabb struktarajt lenyomatokat mutatnak, aminek egyik lehetséges oka,
hogy konnyebben alkalmazkodnak a kiilonb6z6 kornyezeti valtozokhoz. A kozépsd koloniarész
egy nagyon gyakran megfigyelhetd morfoldgiai jelleg a vizsgalt torzsek kozott, és valoszinlileg
nem véletlen, hogy ehhez mérten azokban a torzsekben gyakoribb, ahol a kérnyezeti viszonyokhoz
valo alkalmazkodas jobb. A vad ¢lesztoknél emellett a gylriikk szdma is sokkal magasabb, ami
utalhat a nagyobb mértékli differencialodasra és kooperativ sejtkapcsolatokra, ahol minden

rétegnek megvan a sajat feladata (Wilcoxon-proba, p-érték=0,023).

4.3.2. Az okologiai eredet hatasa a penetraciéos mintazatokra

A kovetkezékben megvizsgaltuk az 0kologiai eredet hatdsat a penetracidés mintizatra. A
csoportok kozott szignifikans kiilonbséget talaltunk (Kruskal-Wallis, p-érték=0,023), példaul a

gyurik szama megemelkedett a Viz 6kologiai kornyezeten beliil, igy feltételezhetd, hogy ez a
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csoport komplexebb koldnia morfologidval rendelkezik, mint egyes, egyszeriibb morfologiaval
rendelkez6 csoportok. A belsé sejtmentes gytri kialakitasaval kapcsolatban is jelent6s eltéréseket
lattunk az egyes csoportok kozott. A Pékség, Sor, Tejtermék, Erjedt, Human, Ipari, Labor torzs és
Viz kategoridk esetén nem talaltunk belsé sejtmentes gylriivel rendelkezd torzseket, a Talaj
(Fisher-teszt, p=0,01), Gyiimolcs (Fisher-teszt, p=0,02) és Fa (Fisher-teszt, p=0,025)
kategoriakban viszont gyakori volt ezek jelenléte. Ezek az adatok egybevagnak azzal a
megfigyelésiinkkel, hogy a domesztikalt torzsek kozott ritkabb a belsé sejtmentes gylrii, mint a
vad torzsek kozott. Ennek a sejtmentes gytirlinek a megléte biofilm kolonia morfoldgiara utal,
amelyet tobb tanulmanyban vad izolatumokkal hoztak Osszefiiggésbe (Vachova és mtsai, 2011).
Az okologiai eredet a kozéps6 koldniarész megjelenését is befolyasolja (15. abra). A Human
csoportban mindegyik bioldgiai replikatum esetén latunk feldusulast, viszont a Palmabor és a Viz
csoportokban csak a replikatumok egy részénél. A nem labor kérnyezetbdl szarmazéd élesztd
izolatumok replikdtumai kozotti gyakori variabilitas arra utal, hogy bizonyos torzsek esetén

sztochasztikus folyamatok jatszanak szerepet a fenotipus létrehozasaban.
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15. abra. K6zépso koléniarész feldisuldsa az egyes mintakban. Azok a csoportok, amelyekben a kdzépso
koléniarész jelenléte vagy hianya a legszignifikdnsabb. Az abran az y tengelyen lehet latni minden csoportban a 4
replikatumot. Az x tengelyen a k6zéps6 koloniarész feldusulasi aranya lathat6. Az oszlopok mellett lehet latni a p-

értéket, valamint pontositas érdekében a g-értéket is (g < 0,1).

4.3.3. Penetracios mintazatok vizsgalata a filogenetikai hovatartozas kapcsan

A penetracios mintdzatokkal Osszevetettiik a filogenetikai eredetet is. Az elemzést
megnehezitette az, hogy a 10. French Guiana Human és 13. African Palm Wine kladok kozel szaz
szazalékosan atfednek a Humdn és Palmabor csoportokkal, igy ezekben az esetekben nem

feltétleniil lehet meghatarozni, hogy az 6kolégiai kdrnyezetnek vagy a filogenetikai eredetnek van

nagyobb hatasa. Ezektdl eltekintve a k6zépso koloniarész a 10. French Guiana Human (Fisher-
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teszt, p=0,03) és a 13. African Palm Wine (Fisher-teszt, p=0,01) klddokban kimagasléan magas
szamban fordul eld, az 1. Wine/European (Fisher-teszt, p=0,4) és 26. Asian fermentation (Fisher-
teszt, p=0,2) esetén pedig kifejezetten ritkan fordul el6. A kladok befolyasolhatjak a gytiriik szamat
is, ugyanis szignifikans eltéréseket tapasztaltunk az egyes csoportok kozott (p-érték=0,00057). A
23. North American Oak kladban fordulnak elé a leggyakrabban olyan torzsek, amelyek tobbszoros
gytiriivel rendelkeznek (gytirik medidn szama = 3). A filogenetikai eredet ezen feliil kapcsolatot
mutat a bels6 sejtmentes gyiir(i megjelenésével is (Kruskal-Wallis-teszt; p-érték=0,00049). Egyes
kladokban (pl. 5. French dairy, 6. African beer, 10. French Guiana human, 11. Ale beer) soha nem
lathatd, mas kladokban pedig kifejezetten gyakori (pl. Wine/European (alklad 2) [Fisher-teszt,
p=0,005], 23. North American Oak [Fisher-teszt, p=1.06 x 10%], 26. Asian fermentation [Fisher-
teszt, p=0,01]).

434. Aploidia hatasa a penetracios mintazatokra

crer

(Granek & Magwene, 2010). Kovetkez6 1épésként ezért 6sszehasonlitottuk a kiilonb6z6é ploiditasu
torzsek penetracios mintdit. A ploidia fOként a szektorok megjelenésre volt hatdssal (Kruskal-
Wallis, p-érték=0,0017): a ploidia novekedésével a szektorok mennyisége jelentésen csokken. A
legnagyobb szamban a haploidoknal fordultak eld, a legkisebb szamban pedig tetraploidoknal
lehetett 6ket megfigyelni (ebben a mérésben nem szerepeltek a pentaploidok). Ezt okozhatja az,
hogy a haploidnal magasabb ploidiaszamu, diploid sejtek altalaban stabilabb genetikai allomannyal
rendelkeznek, ami megakadalyozhatja a morfoldgiai variabilitas fokozodasat (Heasley & Argueso,
2022). A haploid élesztokben minden egyes mutacié fenotipusosan kifejezodik, igy ott gyakrabban
véarhato variabilitds a morfologiaban, igy a szektorok kialakuldséban is. Ezzel szemben az 1-nél
nagyobb ploidia szamu sejtekben a heterozigota formaban megjelend recessziv mutaciok nem kertil
kifejezésre a vad tipust allél mellett, amelynek eredményeként csokkent morfoldgiai variabilitas

varhato, akar példaul a szektorok szaméban.
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5. Diszkusszio

A multicellularis életformak kialakulasa és megértése az evoluciobiologia egyik fontos
kérdése. Az invaziv novekedés valdszintsithetden nagyon fontos tulajdonsaga az élesztoknek,
mivel megnovelheti a tulélésre vald esélyeiket. A kisérleteink soran kapott eredményekbol
egyértelmiien megallapithatdo, hogy a domesztikaltsag, az aneuploidia és a klad-kornyezet
kapcsolata hatdssal vannak az élesztd torzsek invaziv novekedésére, még gy is, hogy a klad és
kornyezet vizsgalatakor nem mindig tudtunk egyértelmli dontést hozni az esetleg invazivitast
okoz6 tényezOrdl. A domesztikaltsagot tekintve az eredményeink alapjan kimondhatjuk, hogy a
vad ¢leszték hajlamosabbak az invazivitdsra, mint a domesztikalt ¢élesztok. Az aneuploidités
kapcsan pedig azt talaltuk, hogy az aneuploid torzsek koriilbeliil 20%-kal invazivabbak, mint az
euploid élesztok. A klad és kornyezet vizsgalatakor pedig ki tudtunk emelni egyes csoportokat,
amelyek a tobbinél jelentdsen nagyobb invazivitast mutattak.

A fonalas novekedéssel foglalkoz6 kutatasok a mai napig nem értenek egyet bizonyos
kérdésekben a novekedési formakkal kapcsolatban. Eredményeink azt mutatjdk, hogy nemcsak a
haploid, hanem a diploid ¢élesztdsejtek is képesek invaziv novekedésre. Ez ellentmond annak a
korabbi nézetnek, miszerint a diploidok inkabb pszeudohifak kialakitasara képesek (Roberts &
Fink, 1994). Ezt a megfigyelést alatimasztja Hope €s Dunham (2014) munkdja is, akik szintén
kimutattak a diploid élesztok invaziv novekedési képességét kutatasaik soran. A vizsgalatok soran
azt is megfigyeltiik, hogy az aneuploidok esetében tobb torzs mutat invazivitast, és az invazivitas
mértéke is nagyobb, mint az euploidok esetében. Kutatasunk soran azt is megfigyeltiik, hogy a vad
1zolatumok valdsziniisithetéen jobban képesek alkalmazkodni a kdrnyezeti véltozdskhoz, mint a
domesztikalt torzsek, mivel csak azok a torzsek maradhatnak fent sokdig a vadonban, amelyek
alkalmazkodo képessége igen magas. Ez a feltételezés azt vonja maga utan, hogy a vad élesztok
stressz tlirése is magasabb, tehat nagyobb fitneszt mutatnak stresszorok mellett. Ezt megerdsiti
Matteo De Chiara és mtsai. munkaja is, amiben szintén az 1011 kollekcion végeztek atfogo
kutatast a kiilonbozo stresszorokkal szemben (De Chiara és mtsai, 2022).

A tapanyagok hidnya adott stresszvalaszokat aktival, amelynek eredményeként az
¢lesztdgombak invaziv ndvekedése is indukalodhat. Laboratoriumi kisérleteink soran ugyan
gazdag taptalajt hasznaltunk, de a térzsek 5 napon keresztiil néttek ugyanazon a taptalajon, amely
soran az elérhetd tapanyagok kiliriiltek, ezaltal stresszvéalaszt kivaltva. Az eredményeket

természetesen a laboratoriumi koriilmények korlatai befolyasolhattdk, példaul a mesterséges
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kornyezet nem tiikkrozi teljesen az élesztok természetes €l6helyét, ahol esetlegesen mas ndvekedési
mintazatokat mutathatnak, mivel mas kornyezeti behatdsokkal érintkezhetnek (példaul valtozo
homérséklet, UV sugarzas, mas biotikus tényezok). Elofordulhat, hogy egyes torzsek
laborkornyezetben elveszitik invazivitasukat, akarcsak a Kuthan €s munkatarsai altal kutatott
telepmorfologiak ,,fluffy” fenotipusa (Kuthan és mtsai, 2003).

A kutatdsunk soran leirt adatok hozzajarulhatnak az éleszték morfologiai jellemzdinek
feltardsdban. Az invaziv ndvekedés mérésére haszndlt moddszereket mar sokan madasok is
alkalmaztak, de az ebben a kutatisban hasznalt torzskollekcid az egyik legnagyobb, emiatt
kutatasunkkal altalanos torvényszertiségeket tudtunk feltarni. Ez az atfogo kollekcio lehetévé teszi,
hogy kiilonb6z6 genetikai hattérrel rendelkez6 torzseket tudjunk megvizsgalni, ami segit az egyedi
jellemzdk feltdrasaban, valamint abban, hogy szélesebb korli kovetkeztetéseket vonhassunk le az
invazivitassal kapcsolatban. Ezen kiviil egy ekkora kollekcié hasznalata noveli a kutatas statisztikali
erejét és relevanciajat is.

A jovOben tervezziik a hasznalt torzskollekciok pszeudohifa képzésének vizsgalatat, valamint
az invazivitas és a kompenzal6 evolucid kozotti kapesolat elemzését. Utdbbi célja, hogy feltarja a
karos deléciok hatidsara megjelend kompenzaldo molekularis mechanizmusokat. Céljaink kozott
szerepel annak felderitése, hogy a kéros és kompenzéacidos mutaciok egyiitt eléfordulnak-e
természetes torzsekben, illetve, hogy ezek hozzajarulnak-e a természetes torzsek esetén megfigyelt
morfoldgiai diverzitashoz. Eredményeink remélhetdleg hozzédjarulnak a tobbsejtli fenotipusok,

példaul az invaziv ndvekedés €és a pszeudohifa képzés evolicids hatterének jobb megértéséhez.
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8. Fiiggelék

Kladok nevei Roviditésiik
1. Wine/European 01.wW
1. Wine/European (subclade 1) 01w
1. Wine/European (subclade 2) 01w
1. Wine/European (subclade 3) 01w
1. Wine/European (subclade 4) 01w
10. French Guiana human 10.F
11. Ale beer 11A
12. West African cocoa 12.W
13. African palm wine 13.A
14. CHNII 14.C
15. CHNII 15.C
16. CHNI 16.C
17. Taiwanese 17T
18. Far East Asia 18.F
19. Malaysian 19.M
2. Alpechin 02.A
20. CHN V 20.C
21. Ecuadorean 21.E
22. Far East Russian 22.R
23. North American oak 23.N
24. Asian islands 24.A
25. Sake 25.5
26. Asian fermentation 26.A
3. Brazilian bioethanol 03.B
4. Mediterranean oak 04.M
5. French dairy 05.F
6. African beer 06.A
7. Mosaic beer 07.M
8. Mixed origin 08.M
9. Mexican agave 09.M
laboratory laboratory
M1. Mosaic region 1 M1M
M2. Mosaic region 2 M2.M
M3. Mosaic region 3 M3.M
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