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Sammanfattning

Knoppjéstsvampar &r en typ av svampar med encellig morfologi. Knoppjéstsvampar utgor
Saccharomycotina, en understam till Ascomycota och innefattar mer 4n 1000 idag beskrivna arter,
bland annat bakjésten Saccharomyces cerevisiae. Trots att S. cerevisiae ér en av de mest studerade
eukaryota organismerna férekommer ett stort antal andra arter av knoppjastsvampar som forst
nyligen sekvenserats och dir ytterst fa funktioner hos gener dr kartlagda. Gener utan klarlagda
funktioner brukar kallas “orphan genes”.

Som grund for den fylogenetiska analysen i detta projekt ligger en icke-karaktiriserad genfamilj hos
knoppjéastsvampar som kodar for ett formodat kloroperoxidas. Syftet var att forsdka uppritta en
hypotes om enzymets funktion baserat pa de ekologiska forhallanden dér arter av knoppjéstsvampar
med denna typ av gen aterfinns. Sokningar gjordes efter homologa sekvenser till den valda genen,
bade inom gruppen knoppjdstsvampar och inom andra taxonomiska grupper. De patriffade
homologerna lag till grund for konstruktionen av ett fylogenetiskt trdd som sedan anvéndes som
underlag for en hypotes om relationen mellan de kloroperoxidas-liknande gener som patréaffades.

Undersokningen resulterade i ett fylogenetiskt trdd dir endast en del av alla arter av
knoppjéstsvampar bildade en monofyletisk grupp. Cirka tva tredjedelar av de patraffade sekvenserna
bildade en stdrre monofyletisk grupp, medan de andra sekvenserna bildade mindre grupper som
visade nidrmre sldktskap med bakteriella kloroperoxidaser. Denna polyfyletiska fordelning av
sekvenser fran knoppjistsvamparna tyder pé att néra evolutionirt sléktskap finns mellan dessa och
de bakteriella sekvenserna i analysen. Detta sldktskap kan bero pé en eller flera fall av horisontell
gendverforing fran bakterie till knoppjéastsvamp.

Nyckelord: fylogenetik, sekvenshomologi, Saccharomycotina, knoppjéstsvamp, HGT, genforlust,
o/B-hydrolas, kloroperoxidas



Abstract

Budding yeasts are a group of predominantly unicellular fungi that together form the subphylum
Saccharomycotina of phylum Ascomycota. Subphylum Saccharomycotina consists of over 1000
described species, which include the common baker’s yeast Saccharomyces cerevisiae. S. cerevisiae
is one of the most studied eukaryotic organisms but until recently only a few other species of budding
yeasts have had their genomes sequenced. Despite the recent increase in sequenced budding yeast
genomes, genome annotation has lagged behind resulting in many so-called “orphan genes”, genes
without a described function, which have yet to be examined.

The focus of this project was a non-characterized gene family within budding yeasts that encode a
putative chloroperoxidase. The purpose was to construct a hypothesis concerning enzyme function
based on ecological or metabolic properties of the species where chloroperoxidase-like homologues
were found. Searches for homologues for the chosen gene were performed both within
Saccharomycotina and in other taxonomic groups. The found homologues formed a dataset which
was used to construct a phylogenetic tree. This tree functioned as support for a hypothesis about
possible relationships between species where homologous were found.

The analysis generated a phylogenetic tree where only a part of the sequences from budding yeasts
constituted a monophyletic group. Two thirds of sequences found in budding yeasts formed a larger
monophyletic group, while the remaining third formed smaller groups that exhibited closer
relationships with bacterial chloroperoxidase than with the yeast sequences. This polyphyletic
distribution of budding yeast sequences indicates a closer evolutionary relationship to bacterial
sequences. This relationship could be due to one or several instances of horizontal gene transfer
from bacteria to yeast.

Keywords: phylogenetics, sequence homology, Saccharomycotina, yeast, HGT, gene loss, o/p-
hydrolase, chloroperoxidase
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Forkortningar

Arttrad — ett fylogenetiskt trad som illustrerar arters forhéllande till varandra
BLAST, Basic Local Alignment Search Tool- en sdkmotor for att jimfora likheter hos
nukleotid- eller proteinsekvenser. Fungerar ocksd som ett verktyg for att sdka upp

homologer

Bootstrapping — en itereringsprocess i vilken ett stort antal fylogenetiska trdd konstrueras
varvid det slutgiltiga dr konstruerat utifran medelvardet frén de tidigare

HGT-event, horizontal gene transfer event — Ett tillfille diar gendverforing mellan
organismer som inte beror pd sexuell dverforing skett

Genomannotation- identifiering av gener i ett genom
Gentrid — ett fylogenetiskt trid som illustrerar sldktskap for en specifik gen

Klad - En monofyletisk grupp, en grupp av grenar som alla harstammar och utgar fran en
viss nod

WGD, whole genome duplication — ett event dir hela en organisms genom dupliceras

ORF, Open Reading Frame — Hypotetiska protein-kodande nuklotidsekvenser som borjar
och slutar med ett start- respektive slutkodon utan mellanliggande icke-kodande sekvens

Sekvensjamforelse - jamforelse av tva eller fler nukleotid- eller proteinsekvenser for att
identifiera bevarade positioner

Sekvenshomologi — biologiska sekvenser med gemensamt evolutionért ursprung

Utgrupp — en extern nod i ett fylogenetiskt trid som inte ingar i en systergrupp. Kan
anvindas som referens for att skapa rotade fylogenetiska trad
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1. Inledning

1.1. Bakgrund

Jastsvampar dr ett samlingsbegrepp for de svampar som kan fordka sig asexuellt
som enskilda celler genom avknoppning (Blackwell 2017). Jastsvampar utgor alltsa
ingen monofyletisk grupp, utan jist ir en levnadsform som forekommer utspritt i
riket Fungi och aterfinns bade inom stammarna Basidiomycota och Ascomycota.

Nér man i vardagligt tal pratar om jést asyftats oftast bakjésten Saccharomyces
cerevisiae som ingar 1 understammen Saccharomycotina (inom stam Ascomycota)
(Hittinger et al. 2015). I denna grupp ingar mer @n 1000 i1 dagsldget beskrivna arter.
Gruppen Saccharomycotina brukar kallas for "true yeasts™ eller knoppjéastsvampar
da de flesta arter endast reproducerar sig genom avknoppning (Blackwell &
Spatafora 2004).

Tack vare sin diversitet och specialisering vad géller ekologi forekommer
knoppjastsvampar i en mingd olika miljoer och habitat (Kurtzman 2011). De har
hittats pa alla kontinenter och i alla biom. Bakom jdsternas framgéng i s& diversa
miljoer ligger en méingd olika metaboliska processer som tilldter olika arter att leva
pa specifika substrat (Shen et al. 2018).

Manga jdstsvampar dr saprofyter, men manga arter ar ocksé forknippade med olika
typer av symbioser (Kurtzman 2011). Ett exempel p& symbios é&r de
knoppjdstsvampar som lever mutualistiskt med insekter (Blackwell 2017).
Jastsvamparna forser insekterna med steroler och vitaminer, medan jdstsvamparna
troligtvis drar nytta av insekternas tarmar som en stabil milj6. Insekterna fungerar
ocksa som vektorer till nya habitat med nya néringskallor for jastsvamparna.

2018 sammanstélldes och analyserades 332 genom fran knoppjéastsvampar for att
konstruera ett fylogenetiskt trdd (Shen et. al). Tidigare har andra fylogenetiska
analyser gjorts for att systematiskt organisera knoppjastsvampar, men hittills har
ingen sd Overgripande analys gjorts som samlat s& manga arter. Analysen
resulterade 1 ett trdd med 12 klader och en tidslinje 6ver knoppjdstsvamparnas
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utveckling frdn en gemensam forfader for 404.2 miljoner &r sedan, den sa kallade
urknoppjésten. Undersokningen omfattade och kartlade ocksa HGT-events under
knoppjédstsvamparnas utveckling. Trots att minga jéstgenom blivit sekvenserade pa
senare tid ar det fortfarande fa som blivit annoterade (Proux-W¢éra et al. 2012).
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Figur 1. Kladogram éver forhdllandet mellan kladerna i understammen Saccharomycotina.
Avstandet mellan noder och klader dr inte exakt, utan syftar till att ge en oversikt forhdllandet
mellan dem. Uppdelningen av kladerna dr himtade fran Shen. et al 2018
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Kodonet CUG translateras i de flesta organismer till aminosyran leucin. Undantag
finns dock, Krassowski et al. (2018) visade att vissa knoppjdstsvampar inte
translaterar CUG till leucin, utan att vissa av arterna translaterar CUG till alanin
och vissa till serin. Denna variation ligger till grund f6r namngivningen av kladerna
sé som klassifikationen enligt Shen et al. (2018) dér tre klader kallas CUG-Ala,
CUG-serl1 respektive CUG-ser?2.

”Orphan genes” dr ett uttryck som anvints for gener som blivit annoterade men dér
det hypotetiska proteinet de kodar for 4nnu inte har en kénd och bekréftad funktion
(Hanson et al. 2009). Karaktérisering och bestdmning av proteiners funktioner pé
laborativ vig formar inte ha samma snabba takt som storskalig sekvensering av
genom. Dérfor forblir manga gener orphan genes, vilket &r fallet 1 flera
knoppjastgenom. Generna kan fa hypotetiska funktioner som baserats pa
konserverade doméner, men dessa dr bara spekulativa. Dessa orphan genes utgor
ett outforskat landskap med stor potential.

Superfamiljen o/p-hydrolas innefattar en rad enzymer med olika funktioner sa som
lipaser, proteaser och haloperioxidaser (Mindrebo et al. 2016). Denna typ av enzym
aterfinns i alla doméner av celluldra organismer och verkar inom manga essentiella
metaboliska processer. Gemensamt for enzymerna i denna superfamilj ar en
katalytisk triad bestdende tre aktiva centrum dér aminosyran histidin alltid &r
konserverad (Dimitriou et al. 2017). Haloperoxidaser &r en typ av o/B-hydrolaser,
som 1 ndrvaro av halider och peroxid (H>O») katalyserar halogenisering av
organiska substanser (Hofmann et al. 1998). Kloroperoxidas &r en sarskild typ av
haloperoxidas, som anvénder klorid som den halid som oxideras i reaktionen.

Kloroperoxidas har tidigare studerats i bakterien Rhodococcus erythropolis (De
Schrijver et al. 1997). Bakterien aterfinns i jord och kan bryta ned en rad olika
organiska substanser, bland annat har R. erythropolis uppmérksammats for sin
formaga att bryta ned herbicider innehdllande thiokarbamater med hjdlp av
kloroperoxidas. Sekvenshomologer till bakteriella haloperoxidaser finns hos vissa
knoppjédstsvampar, men deras biologiska funktion har &dnnu inte studerats hos
svampar.

Fylogenetiska trdd &r ett sitt att anvdnda sig av sekvensdata for att visualisera och
bilda hypoteser om sldktskap (Choudhuri 2014). Detta sdtt att undersdka
evolutiondrt slidktskap ar anvandbart for att undersoka orphan genes da en gens
ursprung kan ge indikationer om dess funktion. Triden kan till exempel ge ledtradar
om vad som skett under en arts utveckling i form av till exempel HGT-events eller
helgenomsdupliceringar. Viktigt att komma ihdg ar att ett fylogenetiskt trad inte
uppvisar ett definitivt evolutiondrt slédktskap, utan endast dr en grafisk
representation av en hypotes om sléktskap
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Fylogenetiska trad uppréttas genom att DNA- eller proteinsekvenser sekvenseras
och jimfors (Choudhuri 2014). 1 trddet representerar de interna noderna den
senaste gemensamma forfadern for den art eller grupp av organismer som de
externa noderna representerar (Baldauf 2003).

Ett trdd kan vara rotat eller icke-rotat beroende pa vad som undersoks (Baldauf
2003). Tradets rot bor utgoras av den sista universella gemensamma forfadern, gér
det inte att avgora vilken denne &r bor tradet ldmnas icke-rotat.

1.2. Syfte och fragestillning

Syftet med projektet var att undersdka om nagra monster kunde uppvisas mellan de
arter av knoppjéastsvampar hos vilka homologer till kloroperoxidas hittats. Projektet
bestir av en bioinformatisk studie dir sekvenser jaimfors. Jimforelsen ligger till
grund for konstruktionen av ett fylogenetiskt trad.

Fragestéllningar:
e Gar det att urskilja ett monster mellan de arter av knoppjastsvampar
dar den kloroperoxidas-liknande genen hittats?

e Gar det att uppskatta en hypotetisk funktion fér enzymet baserat pa
dessa knoppjastsvampars ekologiska eller fysiologiska profiler?
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2. Metod

For att kunna konstruera ett fylogenetiskt trdd behdvs homologa sekvenser att stilla
upp och jamféra mot varandra (Baldauf 2003). For att samla in data anvéindes
BLAST (Altschul et al. 1990). BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) kan
anvindas for att jimfora likheter hos nukleotid- eller proteinsekvenser samt
fungerar som ett verktyg for att soka upp homologer. Resultaten frén sokningarna
redovisas efter lagst e-virde till hogst, dédr e-vérdet representerar sannolikheten att
traffen beror pa slumpen i stéllet for faktisk likhet mellan sekvenserna. Ett cutoff-
vérde ér det hogsta e-vérde for vilka traffarna bedoms vara signifikanta. Om inget
annat anges sattes grinsvirdet for sokningarna till 10~

Alla sokningar utgick fran en kloroperoxidas-liknande sekvens fran
knoppjastsvampen Debaryomyces hansenii (GenBank protein accession
XP _456694). Under insamlingen av data konstruerades med jimna mellanrum
prelimindra fylogenetiska trid med hjilp av neighbor-joiningmetoden. Dessa
preliminéra trdd anvidndes som underlag for att ta bort sekvenser som beddomdes
otillforlitliga eller icke-relevanta for analysen. Denna process av att testa datasetet
1 form av provisoriska fylogenetiska trdd upprepades tills resultatet bedomdes som
tillfredsstéllande.

2.1. Insamling av data

Grunden till datasetet bestdr av sokningar i BLASTP mot understammen
Saccharomycotina (NCBI:txid147537) 1 databaserna Non-redundant protein
sequences och Reference sequence (refseq) proteins. Motsvarande sokning gjordes
ocksa med protein-mot-nukleotid-sokning (TBLASTN) mot Whole genome
shotgun contig (wgs)-databasen. Eftersom sekvenserna i wgs contig-databasen ar
icke-annoterade nukleotidsekvenser anvindes NCBIs ORFfinder
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)  for att  identifiera  kompletta
proteinsekvenser for hypotetiska kloroperoxidas-liknande gener inom wgs-
databasen. FoOr translationen valdes korresponderande translationstabell for
respektive art. De translaterade sekvenserna jimfordes sedan i TBLASTN mot den
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genomiska sekvensen for att fa fram exakta genomiska koordinater fér den kodande
DNA-sekvensen.

For att utdka datasetet bortom knoppjastsvampar utférdes dven sokningar mot andra
omraden understammar och mot andra organismtyper som beskrivs i
resultatsektionen.

2.2. Sekvensjimforelse och preliminéra fylogenetiska trad

For att identifiera och justera konserverade sekvenspositioner inom samtliga
sekvenser  for  anvidndning inom = fylogenetisk  analys  anvindes
flersekvensjimforelsemjukvaran MAFFT (Katoh et al. 2005;
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html) med G-INS-i som
jamforelsemetod. For att trimma bort icke-konserverad sekvens fran de uppstillda
sekvenserna anvéandes Gblocks (Castresana 2000;
http://molevol.ibmb.csic.es/Gblocks_server/). Sekvenser som beddmdes for korta
eller som pa andra sétt pdverkade resultaten negativt gallrades bort, och
uppstillning och trimning upprepades. Som instéllningar for trimningen valdes
selektionsalternativen ”Allow smaller final blocks” samt ”Allow less strict flanking
positions”. For att gora preliminira fylogenetiska trad av de trimmade sekvenserna
anvéndes MAFFT phylogenetics (Katoh et al. 2005;
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/phylogeny.html) For konstruktionen av
tridet valdes neighbor joining-metoden med konserverade positioner. For
“Heterogeneity among sites” valdes “estimate”. For att fa ett sdkert trdd valdes
bootstrapping med 1000 iterationer.

Sekvenser frdn arterna D. hansenii (GenBank protein accession XP 456694),
Wickerhamiella sorbophila (GenBank protein accession XP 024665284), Candida
intermedia (GenBank protein accession SGZ48255), Meyerozyma guilliermondii
(GenBank protein accession SGZ48255), Methanosarcina acetivorans (GenBank
protein accession WP _011021030) samt Methanoculleus thermophilus (GenBank
protein accession WP 066955142) valdes ut som representanter for sina
grupperingar i det fylogenetiska tradet sa som det sdg ut vid detta steg i processen.
Sokningar gjordes i BLASTP mot var och en av sekvenserna utan avgransning
géllande taxonomi. Det resultat med hogst likhet for respektive art valdes ut och
togs med i1 datasetet.
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2.3. Konstruktion av slutgiltigt fylogenetiskt trad

For att konstruera ett slutgiltigt fylogenetiskt trdd anvindes en metod for att
konstruera trddet baserat pa maximal sannolikhet. Mjukvaran PhyML v. 3
(http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/) valdes. Sekvenserna linjerades och
trimmades pa samma sétt som tidigare. Sekvenserna formaterades sedan till phylip-
format genom LIRMMs formatkonverterare
(http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/data_converter.cgi). For val av modell till

konstruktion av tradet anvdndes PhyMLs funktion att automatiskt vilja modell,
“automatic model selection by sms” (Lefort et al. 2017). Modellen som valdes var
LG + G +1 . Datatypen sattes till aminosyror.

Det konstruerade trddet visualiserades sedan i MEGA-X v.10.0.05 (Kumar et al.
2018) och formaterades med  hjilp  Affinity Designer v. 1.9
(https://affinity.serif.com/en-us/). Ett icke-rotat trdd valdes da ingen tydlig utgrupp
fanns att anvinda som rot.

En formaterad flersekvensjimforelse av de sekvenserna som valts ut som slutgiltigt
dataset, se bilaga 1, gjordes med Boxshade (Hofmann & Baron 070521). Instillning
for hur stor andel av positionernas identiteter som maéste stéimma Gverens for att de
ska bli skuggade (fraction of sequences) sattes till 0.7.
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3. Resultat

3.1. Resultat fran s6kningar

Sokningarna utgick ifran en kloroperoxidas-likande proteinsekvens (GenBank
protein accession XP_456694) fran knoppjéstsvampen D. hansenii eftersom denna
sekvens uppvisade signifikant likhet med bakteriella proteinsekvenser som kodar
for karaktdriserade kloroperoxidas. Till exempel visar det bakteriella
kloroperoxidaset fran Rhodococcus erythropolis (GenBank protein accession
AAC45285) 54.64 % sekvensidentitet med den utvalda sekvensen fran D. hansenii,
e-virde 9 x 107111,

For sokningarna inom Saccharomycotina mot databaserna Non-redundant protein
sequences och Reference proteins noterades tydliga “hopp” dér e-vérdet okade
kraftigt mellan tva sokresultat. Ett sédant hopp indikerar att de enzym med e-vérden
hdgre &n innan hoppet inte har samma funktion som det enzym som sdktes med.
Dessa hopp lag till grund for avgransningen vad géllde vilka resultat som bedomdes
signifikanta. For sokningen mot databasen Non-redundant protein sequence sattes
avgrinsningen till 6 X 107°*, och for sokning mot Reference proteins sattes

avgrinsning till 2 X 1074,
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Tabell 1. Resultat for sokningar mot databaserna Non-redundant protein sequence och Reference
proteins inom understammen Saccharomycotina

Art Accessionsnummer
Debaryomyces hansenii XP 456694
Debaryomyces fabryi XP 015465771
Wickerhamomyces anomalus XP_019040844
Meyerozyma guilliermondii SGZ48255
Candida auris XP_028892780
Candida haemuloni XP 025342312
Hyphopichia burtonii XP_020074028
Candida duobushaemulonis XP 025336863
Candida pseudohaemulonii XP_024714720
Ogataea polymorpha XP 018211057
Wickerhamiella sorbophila XP_024665284
Candida intermedia SGZ48255
Meyerozyma sp. JA9 RLVE&8139
Trichomonascus ciferrii KAA8917649

Aven for motsvarande sékning mot Whole genome shotgun contig-databasen
noterades ett hopp och resultat med e-values ligre dn 1 x 10°*° togs med i
datasetet.
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Tabell 2. Resultat for sékningen mot databas Whole genome shotgun contig inom understammen
Saccharomycotina. Genetisk kod syftar till den kod som anvindes for translation till hypotetisk

proteinsekvens. Kod 1 motsvarar standardkod, kod 12 motsvarar alternative yeast nuclear-kod.

Genomiskt Genetisk

Art accessionsnummer String kod Koordinater
Debaryomyces subglobosus PPOWO01000005 - 12. 480313-481140
Debaryomyces prosopidis PPOQ01000002 + 12. 281038-281865
Debaryomyces maramus PPOS02000008 + 12. 5814-6638
Priceomyces carsonii PPMMO02000016 + 12. 268593-269420
Priceomyces medius PPIF01000002 - 12. 259929-260762
Candida ascalaphidarum PPPA02000035 12. 16497-17318
Candida tammaniensis PPOY01000002 + 12. 385745-386563
Hyphopichia heimii PPMQ02000004 - 12. 277578-278405
Meyerozyma athensensis PPIU01000016 - 12. 16797-17624
Candida carpophila BCGK01000006 - 12. 727032-727847
Candida gotoi PPNP01000040 Sl 12. 11108-11935
Meyerozyma caribbica PPNE02000017 - 12. 50517-51332
Candida gorgasii PPPC02000016 Sl 12. 10298-11119
Candida blattae PPMS02000016 - 12. 99943-100761
Hyphopichia homilentoma BCGB01000006 s 12. 1029320-1030147
Saccharomycopsis malanga BCGJ01000003 - 12. 1122211-1123041
Spencermartinsiella europaea PPIE02000011 + 1. 265886-266713
Blastobotrys mokoenaii PPIM02000026 + l. 164274-165101
Blastobotrys serpentis PPJG01000078 + 1. 9800-10627
Blastobotrys raffinosifermentans PPJHO01000011 - l. 67740-68567
Wickerhamiella domercqiae NREC01000001 + 1. 13475-14308
Wickerhamiella infanticola NREI01000009 + l. 69348-70172
Saccharomycopsis fodiens JNFV01000005 - 12. 197159-197977
Candida aaseri LKANO01000038 - 12. 11967-12794
Sugiyamaella xylanicola MQSX02000034 s 1. 105782-106609
Starmerella ratchasimensis NRDV01000063 + l. 20985-21812
Wickerhamiella occidentalis NREE01000014 + l. 179936-180766
Starmerella sp. 'tilneyi’ NREA01000015 - l. 165797-166753
Blastobotrys adeninivorans CBZY 010000006 + l. 1591928-1592911
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For dessa tre sokningar inom Saccharomycotina pétriffades homologer hos totalt
43 arter. Dessa arter dr sett till taxonomin véldigt spritt fordelade. Homologerna
patraffades i 14 sldkten fordelade 6ver 4 klader, se figur 2. De arter ddr homologer
patriaffades ar framfor allt koncentrerade till sldkten inom kladerna CUG-Ser1 samt
till Dipodascaceae/Trichomonascaceae, se figur 3.

Gaaoaceae / Tricho"’?o,,e
o
of

Middelhovenomyces
Nadsonia
Spencermartinsiella

?g:nzoz\'f;na Starlmerella @ oiopachyd

P Sugiyamaella =) S,
Trigonopsis |  Trichomonascus 0%
Blastobotrys Wickerhamiella (s)
Deakozyma Yarrowia 8

Diddensiella Zygoascus
Dipodascus
gdaceag Geotrichum
o(‘ Groenewaldozyma
F.Eg.' Botryozyma Magnusiomyces/Saprocaete %
Tortispora Nakazawaea %’

Pachysolen
Peterozyma

Trigonopsis

Ambrosiozyma
Brettanomyces
Citeromyces
Komagataella
Kregervanrija

Gemensam férfader, o

404 miljoner &r sedan Kura:_shna
Martiniozyma
Pichia

Saturnispora

Eremothecium
Kazachstania
Kluyveromyces

Lachancea Aciculoconidium
Nakaseomyces Babjeviella
Naumovozyma Candida/Lodderomyces
Saccharomyces

Tetrapisispora
Torulaspora
Vanderwaltozyma
Yueomyces
Zygosaccharomyces
2Zygotorulaspora

Cephaloascus Metschnikowia
D

anielozyma Millerozyma
Debaryomyces.
Hyphopichia Scheffersomyces
Kurtzmaniella Suhomyces

Teunomyces
Wickerhamia

Gamadazyma )

Hanseniaspora

w Barnettozyma

2 Cyberlindnera Ascoidea

% Phaffomyces
(e @
o"7yCo dace? Starmera

Wickerhamomyces

’B‘Q
ﬂsa%w o

Figur 2. Taxonomisk fordelning av patrdffade homologer till genen som kodar for det formodade
o/f-hydrolaset hos D. hansenii (GenBank proteinaccessionsnummer XP_456694). Slikten inom
vilka homologer patrdffats dr markerade med rektanglar. Uppdelningen av kladerna dr himtad

frdan Shen et al. (2018)
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Antal arter dar homologer patriffats
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Figur 3. Fordelning av arter inom de grupperingar av knoppjdstsvampar ddr homologer till
sekvensen D. hansenii (XP_456694) pdtriffats.
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For att utoka datasetet utanfor Saccharomycotina gjordes flera sokningar for att
undersbka om homologer finns hos andra grupper inom riket Fungi
(NCBI:txid4751). I och med att projektets fokus dr knoppjastsvampar valdes sndva
cutoff-virden for sokningar utanfor Saccharomycotina dir tréffarna blev véldigt
manga. Detta for att inte ta med alla traffar 1 datasetet da det skulle bli for stort och
innehalla for ménga sekvenser som inte kommer fran knoppjistsvampar. I stillet
valdes 1 dessa fall de mest signifikanta trdffarna ut och togs med som en
representation for alla resultaten i just den s6kningen.

Sokningar inom riket Fungi gjordes pd de tvd andra understammarna till
Ascomycota forutom Saccharomycotina: Pezizomycotina (NCBI:txid147538) och
Taphrinomycotina (NCBI:txid451866).

For att precisera sokningen inom Pezizomycotina gjordes vidare sokningar i
klasserna Eurotiomycetes (NCBI:txid147545) och Pezizomycetes
(NCBI:txid147549). Dessa klasser valdes ut da de innefattar arterna Aspergillus
nidulans respektive Tuber melanosporum, tvé vilstuderade arter. Skulle homologer
hittas 1 vélstuderade arter &r chansen hogre att funktionerna hos dessa proteiner
blivit bestdmda.

For dessa sokningar hittades ett stort antal homologer inom underklassen
Pezizomycotina och inom klassen Eurotiomycetes. Darfor valdes hoga cutoff-
virden, 6 X 107194 respektive 5 X 10798, Ingen triff hittades for arten 4. nidulans
eller 7. melanosporum. For sokningen inom Pezizomycetes hittades inga traffar
under griansvirdet. Inte heller ndgra resultat patriffades for sokningen mot
understammen Taphrinomycotina.

For att vidare undersdka riktet Fungi gjordes en sokning mot stammen
Basidiomycota (NCBI:txid5204). Denna sokning gav endast tva traffar med
signifikant resultat. Nar en sokning ger sddana udda resultat med enstaka traffar kan
kontanimering misstdnkas. For att kontrollera detta gjordes BLAST sokningar efter
ndrmast liknande organism, dér tridffarna for de bada sekvenserna blev andra
Basidiomycotasvampar. Detta 1 kombination med att generna bada befinner sig pa
kromosomer samt att de bada &r langt storre &n 10 000 baspar ledde till
beddomningen att de inte dr kontaminanter trots att de var de enda tva resultaten
inom avgransningarna.

En sokning mot hela riket Fungi déir Basidiomycota (NCBI:txid5204) och
Ascomycota (NCBI:txid4890) exkluderades gjordes. Motsvarande sokning gjordes
mot domdnen Eukaryota (NCBI:txid2759) dar riket Fungi exkluderades.

For dessa sokningar hittade inga resultat under gransvirdet som inte bedomdes vara
kontaminanter. De resultat som patrdffades med ldga e-vdrden kom fran enstaka
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spridda organismer och nér sokningar pa dessa gjordes mot alla databaser var
gemensamt for de hogsta traffarna att de kom fran bakteriesekvenser. Detta tyder
pa att sekvenseringarna blivit kontaminerade och att en bakterie sekvenserats
istéllet for den eukaryota organismen.

Sokningar gjordes mot hela doménen Archaea (NCBI:txid2157). Pa grund av ett
stort antal resultat sattes ett snidvt viirde for avgriansning till 3 X 10711 och de mest
signifikanta resultaten togs med som en representation for domédnen. Totalt
adderades sex arkéesekvenser till datasetet.

En sokning utan exkluderande parametrar gjordes ocksd mot Protein Data Bank-
databasen med forhoppningen att kunna addera sekvenser for protein med
tillskrivna funktioner till datasetet. Resultat fran denna databas skulle kunna hjilpa
till att understddja en teori om enzymets funktion. Vérdet for avgransning sattes hér
1 x 1077° vilket resulterade i fem resultat under grinsvirdet. Gemensamt for dessa
resultat &r att de &ar bakteriesekvenser, tva av dem frdn familjerna
Streptomycetaceae, tva fran Pseudomonadaceae och en frdn Burkholderiaceae.

For att inkludera ytterligare bekriftade kloroperoxidas-sekvenser i jamforelsen
hiamtades sekvenser fran artiklar dar de enzymatiska funktionerna hos bakteriella
kloroperoxidaser har beskrivits (De Schrijver et al. 1997); (De Mot et al. 2003).
Dessa sekvenser jamfordes mot sekvensen fran D. hansenii genom verktyget for att
jamfora tva eller fler sekvenser i BLASTP. De sekvenserna med e-viarden inom
gransvardet likhet togs med i datasetet, totalt tre sekvenser.

Svampen Leptoxyphium fumago producerar ett kloroperoxidas (Huster et al. 2016).
Detta kloroperoxidas tillhor en annan genfamilj av peroxidaser, men inkluderades
sokningen togs med i analysen for jamforelse. En sdkning gjordes mot L. fumago
(NCBI:txid5474), utan resultat innanfor gransvirdet. En sokning gjordes darfor mot
Capnodiaceae (NCBI:txid62133), familjen dér sléktet Leptoxyphium ingér.
Grinsvirdet sattes till 2 X 1071%%, med ett resultat innanfor grinsvirdet.
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Tabell 3. Resultat for homologisokningar utanfér understammen Saccharomycotina

S6kning Resultat
Art Accessionsnummer
Pezizomycotina Fonsecaea monophora XP_ 022509128
(NCBI:txid147538) Fonsecaea multimorphosa XP 016631922
Mollisia scopiformis XP 018073521
Exophiala oligosperma XP 016257131
Cyphellophora europaea XP_008713467
Phialemoniopsis curvata XP 030998524
Phialophora attinorum XP 018002380
Scytalidium lignicola RFU31724
Lachnellula occidentalis TVY36247
Rhizodiscina lignyota KAF2092632
Helotiales sp. KAE8447949
Cadophora malorum KAG4415059
Cadophora sp. PVH73381
Neonectria ditissima KPM44821
Cladophialophora bantiana XP_016623295
Eurotiomycetes Fonsecaea erecta XP 018695805
(NCBI:txid147545) Exophiala aguamarina XP_013265785
Fonsecaea pedrosoi XP 013288316
Cladophialophora immunda XP 016250788
Cladophialophora psammophila XP_007750673
Mycena galopus KAF8145373
Basidiomycota Mycena venus KAF7344751
(NCBI:txid5204) Methanosarcina acetivorans WP_011021030
Archaca Methanosarcina horonobensis WP_048138765
(NCBI:txid2157) Methanosarcina siciliae WP_048173570
Methanoculleus thermophilus WP_066955142
Methanosarcina sp. Antl OEU43333
Pseudomonas fluorescens 1A8S A
PDB-databas, utan begrinsade Streptomyces lividans 1A88 A
parametrar Burkholderia cenocepacia 4DGQ_A
Pseudomonas putida 1ZOI_A
Sekvenser fran artiklar om Rhodococcus erythropolis AAC45285

kloroperoxidas Burkholderia pyrrocinia WP_175964102

Synechocystis sp. WP_028946588
Capnodiaceae Polychaeton citri KAF2719266
(NCBI:txid62133)
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Utifrén ett preliminért fylogenetiskt tridd valdes sekvenser fran arterna D. hansenii
(GenBank protein accession XP 456694), Wickerhamiella sorbophila (GenBank
protein accession XP_024665284), Candida intermedia (GenBank protein
accession SGZ48255), Meyerozyma guilliermondii (GenBank protein accession
SGZA48255), Methanosarcina acetivorans (GenBank protein accession
WP _011021030) samt Methanoculleus thermophilus (GenBank protein accession
WP_066955142) ut som representanter for sina grupperingar.

Sokningar gjordes i BLASTP mot var och en av sekvenserna utan avgriansning
gillande taxonomi. Det resultat med hogst likhet for respektive art valdes ut och
togs med i datasetet. Detta gjordes med forhoppning att den hogsta triffen skulle
kunna indikera ndgot om huruvida sekvensen har sitt ursprung frén till exempel en
bakterie eller en svamp som inte dr en knoppjastsvamp. Samtliga resultat kom frén
bakterier, se tabell 4.

Tabell 4. Mest signifikant trdff for de sekvenser som valts ut som representativa for sin gren i det
fylogenetiska tridet

Representativ sekvens fran tridet Art Accessionsnummer
Debaryomyces hansenii (XP_456694) Serratia odorifera WP_004964504
Wickerhamiella sorbophila (XP_024665284) Novosphingobium rosa | WP_068082913
Candida intermedia (SGZ48255) Serratia sp. NMC23253
Methanosarcina acetivorans (WP_011021030) | Pedosphaera parvula | WP_007415115

Efter att datasetet sammanstillts gjordes den sekvensjimforelse som ligger till
grund for konstruktionen av det fylogenetiska tradet. Sekvensjimforelsen
resulterade 1 259 konserverade positioner som limpade sig for fylogenetisk analys.
Grafisk representation for sekvenslinjeringen ses 1 bilaga 1.

3.2. Katalytisk triad

Som underlag for att undersoka vilka sekvenser i1 datasetet som uppvisar den
katalytiska triad som é&r typisk for o/f-hydrolas anvéndes sekvensen frin R.
erythropolis (GenBank protein accession AAC45285). Denna sekvens kodar for ett
bekriftat kloroperoxidas. De tre aktiva centrumen som utgor den katalytiska triaden
befinner sig i sekvensen pa position 95, 225 samt 254 och utgdrs av aminosyrorna
serin, asparagin respektive histidin (Uniprot n.d.). Dessa positioner jamfordes med
motsvarande positionerna i flersekvensjamforelsen, se bilaga 1. Jimforelsen visade
att samtliga sekvenser i datasetet uppvisade den katalytiska triaden.
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3.3. Fylogenetisk analys

Det fylogenetiska trdd som konstruerats uppvisar fem monofyletiska grupper av
knoppjastsvampar, se figur 5. En av dessa ar storre och omfattade alla
sekvenshomologer som patréffats i kladerna CUG-Serl, CUG-Ser2 och familjen
Phaffomycetaceae, grupp c i figuren. De fyra andra monofyletiska grupperna i
gentrdadet bestdr av farre sekvenser och befinner relativt ldngt ifran varandra 1
gentrddet. De tvé sekvenserna fran knoppjastsvamparna Starmerella sp. 'tilneyi’ och
Spencermartinsiella europaea tillhor i tradet inga monofyletiska grupper. De fyra
arterna frdn Wickerhamiella-sldktet ar i trddet fordelade pd tva monofyletiska
grupper som befinner sig relativt atskilt.
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4. Slutsatser och diskussion

Syftet med detta projekt var att undersoka den taxonomiska forekomsten av ett
hypotetiskt kloroperoxidas hos knoppjdstsvampar, med forhoppning att kunna
uppskatta en prelimindr funktion for detta enzym. Forhoppningen var att se ett
tydligt samband mellan ekologin hos de arter vars genom inneh6ll homologer till
bakteriella kloroperoxidaser. Det forviantades ocksa att samtliga kloroperoxidas-
liknande enzymen hos knoppjdstsvampar skulle bilda en monofyletisk grupp pa
grund av gemensamt evolutiondrt ursprung. I stillet for en stabil monofyletisk
grupp sé bildade de kloroperoxidas-likande generna hos knoppjédstsvampar ett
flertal enskilda forgreningar.

Sett till hela understammen Saccharomycotina finns kloroperoxidas-liknande gener
enbart 1 en handfull sldkten, och inom dessa sldkten finns inte genen heller inom
alla arter. Vissa sekvenser som undersokts i detta projekt dr dven de enda som
patréffats i sin klad.

Diskussionen av dessa resultat kommer att utgd fran tre mojliga evolutionéra
scenarion:

e En homolog till den undersdkta genen har funnits i urknoppjisten och
sedan tappats nagonstans pa végen till de arter som inte uppvisar ndgon
homolog.

e En homolog till genen fanns inte hos urknoppjésten, utan har erhallits av
en eller flera forfader till de arter som visar upp homologer idag.

e En kombination av de tva dvre scenarion, en kombination av genforlust
och erhéllning.
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4.1. Scenario I — Genforlust

Knoppjéastsvampar har sma genom och genforlust dr ndgot som &r vél utbrett (Shen
et al. 2018). Troligtvis ar det denna tendens till reduktiv evolution som drivit
utvecklingen framédt och gjort knoppjdstsvamparna sd metaboliskt diversa.
Monstret att kloroperoxidas-liknande gener pétriffats i flera sldkten, men i sléktena
bara av nagra enstaka arter skulle tyda pé att forlust av genen skett. Om sé &r fallet
har genen tappats hos de arter som inte uppvisar homologer, till exempel pa grund
av specialisering till en miljo dir enzymet genen kodar for inte &r nédvéndigt.

Nagot som talar for att genen har funnits hos den sd kallade urknoppjésten till
Saccharomycotina &r att homologer pavisats dven 1 understammen
Peziziomycotina. Sekvenserna frdn Peziziomycotina bildar ingen enhetlig
fylogenetisk grupp, utan befinner sig precis som knoppjédstsvamparna uppdelade i
flera fylogenetiska grupper, se figur 4. Om vi utgar frdn att de kloroperoxidas-
liknande generna i Saccharomycotina och Peziziomycotina har gemensamt
ursprung och har nedérvts vertikalt bor alltsa denna gen funnits i den gemensamma
forfadern till de bada understammarna. Eventuellt har en homolog till genen funnits
1 forfadern till alla tre understammarna, men att genforlust skett under utvecklingen
av Taphrinomycotina och att det dr darfér genen saknar representation i1 den
understammen.

De flesta arter av knoppjéstsvampar dar homologer till den kloroperoxidas-linkande
gener hittats ingar 1 kladerna Dipodasceaeae/Trichomonascaseae och CUG-Ser].
De enda som inte ingar 1 dessa tvd klader ar Ogataea polymorpha,
Wickerhamomyces  anomalus  samt  Saccharomycopsis  malanga  och
Saccharomycopsis fodiens. Trots att dessa fyra arter rent taxonomiskt befinner sig
pa vitt skilda stdllen inom Saccharomycotina har de alla placerat sig i den storre
monofyletiska gruppen c i gentréddet, se figur 4. Detta skulle kunna tyda pa att de ar
de enda enstaka arterna som har kvar en sekvenshomolog efter att andra arter 1 deras
klader har forlorat genen.
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4.2. Scenario II — Horisontell gendverforing

Scenariot dir genen nedérvts vertikalt fran en gemensam forfader till
Saccharomycotina och Pezizomycotina ldmnar dock en del obesvarade fragor.
Varfor har homologer till den kloroperoxidas-liknande genen hittats bade 1
protister, bakterier och andra organismer som inte hdrstammar frdn denna
gemensamma forfader? Varfor dr fordelningen av knoppjastsvampar i gentradet sa
flackvis? Ett svar pa dessa fragor skulle kunna vara horisontell genéverforing.

Andersson (2005) beskriver hur HGT-events kan leda till en flickvis fordelning av
homologa sekvenser i ett fylogenetiskt trdd. Som en forklaring till detta monster
anges nagot eller nagra enstaka HGT-event mellan bakterie och eukaryot som foljs
av overforing av genen eukaryoter emellan. Denna typ av flackvisa fordelning som
beskrivs av Andersson stimmer bra éverens med den som gentrddet 1 detta arbete
uppvisar. Andersson menar ocksa att nagot som talar for att ett HGT-event skett ar
ndr en eukaryot sekvens placerats inbdddad bland prokaryota sekvenser i ett
gentrad, vilket ar fallet for de knoppjastsvampar som 1 gentradet placerat sig utanfor
den storre fylogenetiska gruppen, se grupp a, b, d och e samt enstaka arter av
knoppjastsvampar i figur 4. Detta skulle kunna tala for att horisontell gendverforing
skett ndgonstans 1 utvecklingen av dessa arter.

Det rader delade meningar om hur stor roll horisontell gendverforing haft i
knoppjédstsvamparnas evolution. Enligt bdde Shen et al. (2018) och Andersson
(2005) ar HGT-event ovanliga i jistsvampar, men har féorekommit. Shen et. al
(2018) kartlade 878 potentiella gener som blivit erhallna via sammanlagt 365 HGT-
events. Majoriteten av dessa gener hirstammar frdn bakterier. Eventen dr
koncentrerade framfor allt till Dipodascaceae / Trichomonascaceae-kladen samt till
familjen Saccharomycetaceae, men forekommer ocksd i CUG-Ser1-kladen.

Ett ovéntat resultat i det fylogenetiska trédet dr fordelningen av de fyra arter inom
slaktet Wickerhamiella vars genom innehéller kloroperoxidas-likande gener. I
gentrddet dr arterna fordelade som tva atskilda monofyletiska grupper, se grupp a
och b, figur 4. De bada grupperna ligger inte direkt intill varandra, utan ar
separerade av noder dven bakterier samt knoppjastsvampen S. sp. 'tilneyi’ utgar
ifran.

Varfor de fyra Wickerhamiella-arterna delar pa sig och bildar tvd monofyletiska
grupper 1 gentridet 1 stillet for en skulle kunna bero pa Wickerhamiella-arternas
specialisering. Just Wickerhamiella-arterna har uppvisat en snédv specialisering och
kan beroende pa art bara livnira sig pa viéldigt specifika substrat, jamfort med andra
slakten 1 Dipodascaceae/Trichomonascaseae-kladen som dr mer generalistiska
(Gongalves et al. 2020). Eventuellt skulle tvé separata HGT-event kunna ligga till
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grund for specialiseringen som gjort att dessa fyra arter bildar tvd monofyletiska
grupper 1 gentradet.

Den hoga frekvensen av HGT-events Shen et. al (2018) pévisade 1 just
Dipodasceaeae/Trichomonascaseae-kladen dr koncentrerade kring framfor allt
Wickerhamiella-sliktet. Detta pekar mot att det vore det ganska troligt att ett eller
flera HGT-event dr grunden till den splittrade fordelningen av Wickerhamiella-
arterna i gentriadet. Detta krdver dock vidare undersdkningar for att kunna dra ndgon
saker slutsats om.

P& gentradet befinner sig de bada monofyletiska grupperna bestdende av
Wickerhamiella-arter, se grupp a och b i figur 4, langt fran de grenar dér de andra
arterna frdn Dipodascaceae/Trichomonascaseae-kladen befinner sig. Gemensamt
for placeringen av dessa andra arter &r att de alla befinner sig i grupperingar dir
ocksa bakteriesekvenser finns. Detta skulle kunna tyda pd att HGT-event har
paverkat utvecklingen dven av dessa sekvenser, som enligt det fylogenetiska tradet
har mer gemensamt med bakteriella homologer @n de andra sekvenserna fran
Dipodascaceae/Trichomonascaseae-kladen.

De s6kningar som gjordes mot knoppjistsvampar som bedomdes representativa for
sina grenar i gentrddet resulterade enbart i triffar bestdende av bakteriella
sekvenser, se tabell 4. Detta talar ocksd for att de kloroperoxidas-liknande
sekvenserna 1 detta projekt har sitt ursprung i ett eller flera HGT-event. Hade
sekvenserna varit vertikalt neddrvd frdn en gemensam forfader till
Saccharomycotina och Pezizomycotina hade den hdgsta triffen troligtvis varit en
sekvens fran en annan svamp, till exempel en svamp inom Pezizomycotina.

De potentiella HGT-event som enligt Shen et al. (2018) skett i CUG-Ser1-kladen
ar koncentrerade till tva grupperingar av arter pd det fylogenetiska tradet som ligger
till grund for den studien. Dessa tva grupper av arter korresponderar vél med de
arter i CUG-ser1-kladen som uppvisar sekvenshomologerna som undersokts i detta
arbete, se grupp c, figur 4. Detta bevisar ingenting pa egen hand om de
kloroperoxidas-liknande genernas ursprung, men visar att paverkan av HGT-events
inte kan uteslutas. HGT-event mé vara ovanliga hos knoppjistsvampar, men det
finns ett tydligt 6verlapp mellan arter dér horisontell gendverforing skett och dér
homologer till den kloroperoxidas-liknande genen patriffats.

Négot som bor ndmnas &r 1 samband med erhallning av gener dr forekomsten av
hybridisering bland knoppjédstsvamparna. Hybridisering har framfor allt patréffats
hos knoppjistsvampar som dr forknippade med ménskliga miljoer, men har ocksé
pavisats i naturen (Gabaldon 2020). Hybridisering har forekommit i bade Cug-ser-
1-kladen och i sléktet Saccharomycopsis. Detta skulle kunna forklara varfor de bada
Saccharomycopsis-arterna placerats sig 1 den stora monofyletiska gruppen c i1 det
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fylogenetiska tridet, se figur 4, trots att de inte &r taxonomiskt néra sldkt med de
andra arterna i den gruppen. Dessa samband ar dock alldeles for svaga for att dra
ndgon slutsats utifran, men skulle kunna ligga till grund f{or ytterligare
undersokningar.

Horisontell gendverforing ser ut att kunna vara en viktig aspekt i fordelningen av
prokaryota sekvenser respektive sekvenser fran knoppjdstsvampar i gentrddet.
Négot som inte riktigt passar in i detta monster dock dr den stora mangd homologer
som patraffades for sokningar inom andra delar av riket Fungi.

Ponera att det &r ett enda HGT-event som ligger till grund for erhallningen av den
kloroperoxidas-liknande sekvensen till en eventuell gemensamma forfader som
ndmns 1 avsnitt 4.1. Eftersom inga homologer patriaffats hos Taphrinomycotina
maste detta eventuellt HGT-event alltsd ha skett innan Pezizomycotina och
Saccharomycotina delades till tvd understammar, men efter att Taphrinomycotina
separerade sig fran dem.

Pezizomycotina
Potentiellt HGT-event

Saccharomycotina

Taphrinomycotina

Figur 5. Schematisk bild 6ver var ett potentiellt HGT-eventet kan skett som gjort att kloroperoxidas-
liknande sekvenser erhdllits av en gemensam forfader till understammarna Pezizomycotina och
Saccharomycotina. Det fylogenetiska forhdllandet mellan understammarna dr hdmtat fran Cuomo
& Birren (2010)

Alternativt har tvd mycket liknande HGT-event skett hos Pezizomycotina
respektive Saccharomycotina, dir dverforing av en bakteriell sekvens skett till de
badda understammarna oberoende av varandra, detta verkar dock orealistiskt.
Troligare dr att en tidig art 1 ndgon av de tva understammarna erhallit sekvensen
frdn en bakterie, och sedan i sin tur fort 6ver den till en tidig art i den andra
understammen.

Huruvida de kloroperoxidas-liknande generna blivit erhallna via flera separata
HGT-event mellan bakterie och eukaryot, eller om négon enstaka overforing av
genen skett mellan bakterie och eukaryot for att sedan 6verforas eukaryoter emellan
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ar inte klart. Inte heller i vilken ordning dessa event skulle skett gér att sdga. I och
med att den stora monofyletiska i gentrddet inte ligger inbdddad bland prokaryota
sekvenser skulle det kunna antas att dessa arter erhdllit genen genom horisontell
gendverforing eukaryoter emellan eller bevarat genen fran en forfader. Grupperna
a,b,d och e, samt de tva friliggande knoppjistsvamparna, se figur 5, ligger alla
inbidddade bland prokaryota sekvenser. Detta pekar mot att ett eller flera potentiella
prokaryota HGT-event skulle kunna vara killan till dessa sekvenser.

4.3. Scenario III — Kombination av genforlust och HGT

Béde horisontell gendverforing och genforlust presenterar forlopp som kan ha skett,
men ingen av mekanismerna ger var for sig svar pa alla fragor. Indikationer finns
pa att bdde HGT-event genforlust skett och paverkat det evolutiondra slaktskapet
mellan de homologa generna. Dock dr det inte mojligt att dra slutsatser nér och vart
de olika eventen skett utifrdn resultaten i detta arbete.

4.4. Enzymatisk funktion

Négot tydligt monster vad giller ekologin for de arter som uppvisade homologer
kunde ej upptickas. Bland annat finns humanpatogener, véxtpatogener och
knoppjastsvampar forknippade med insekter bland de arter ddr homologer
patréffats. I och med den spridda férdelningen av homologa sekvenser bland arter
av knoppjastsvampar hade ett sddant mdnster dock inte varit sé troligt.

Inte heller gar det att utifran de arter ddr homologa sekvenser hittats dra nédgon
slutsats om enzymets funktion. Troligt r att de sekvenser som kodar for enzym
inom den stora monofyletiska gruppen c, se figur 4, har samma funktion d& dessa
sekvenser ligger tétt och fa substitutioner skett.

Alla sekvenser i undersdkningen uppvisar den konserverade katalytiska triad som
ar karaktéaristisk for o/B-hydrolaser. Detta indikerar att samtliga sekvenser kodar for
funktionella o/B-hydrolas. I samtliga fall 4r aminosyrorna i triaden dessutom
identiska med triaden i1 R. erythropolis kloroperoxidas, vilket tyder pd att
sekvenserna kodar for funktionella kloroperoxidaser. For att bekréfta detta kravs
dock vidare enzymologiska undersokningar.
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4.5. Forslag pa vidare forskning

Eftersom projektets fokus legat pa knoppjastsvampar har resultaten fran sokningar
som gjorts mot andra organismtyper 1 hog grad berott pa vilka sokningar som valdes
att goras. Det finns stor mojlighet att fler peroxidas-liknande sekvenser skulle
kunna upptéckas med ytterligare sdkningar. Dessa undersdkningar skulle kunna
goras genom att fortsdtta undersoka riket Fungi och framfor allt divisionen
Ascomycota. I och med att homologa sekvenser hittats i bdde Saccharomycotina
och Pezizomycotina skulle det vara intressant att utforska relationen mellan den
gemensamma forfadern och kloroperoxidas-liknande enzym ytterligare.

Ytterligare en aspekt som hade kunnat utokas dr sokningen pa de representativa
sekvenser som valdes ut frdn det prelimindra fylogenetiska tradet. Flera av de
sekvenserna som sokningarna resulterades i1 fick gallras bort d& de beddmdes
otillforlitliga. Dessa sOkningar hade kunnat fordjupats och tagit storre del 1
projektet. Resultaten fran dessa sOkningar indikerade att en stark koppling finns
mellan bakteriella kloroperoxidas-liknande sekvenser och de sekvenser som sdktes
med, och kanske finns fler sddana kopplingar att upptécka.

I detta projekt hittades inga publicerade studier pé funktionellt karaktériserat
kloroperoxidas-likande protein hos en svamp fran den genfamilj som undersoktes.
Hade nagot sddant hittats hade det kunnat bidra till analysen. Det kan dock inte
uteslutas att en sadan studie har utforts men inte patréffats i det hér projektet.

For att ytterligare utoka den fylogenetiska analysen hade flera andra gener kunnat
undersokas pa samma sitt genom BLAST-sékningar. Aven nirliggande gener till
den som undersoks i detta projekt hade kunnat undersokas for att eventuellt kunna
ge en indikation om genens funktion.

4.6. Slutsats

Detta projekt har bade gett svar pa fragor och stéllt fragor. Homologa sekvenser har
hittats i knoppjastsvampar vitt atskilda fylogenetiskt och ekologiskt samt hos en rad
andra organismer som till synes inte har nagon koppling med knoppjéstsvampar.
Kanske hade laborativa tester bekréftat att enzymet verkligen &r ett kloroperoxidas,
men frdgorna om genens ursprung hade kvarstétt.

Ett fylogenetiskt trad &r i sig bara en hypotes om slidktskap och ett forsoka till att
skapa dverblick over ett forlopp som i praktiken inte dr linjar tidslinje utan snarare
intrikat vdv av hindelser. Detta projekt har visat pa fylogenetikens styrkor; utifran
en enda orphan gene har en historia borjat trdda fram, en historia som inte hade
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synliggjorts av endast biokemiska tester av ett enzym. Trots att ingen hypotes om
det undersokta enzymets funktion kunde upprittas hittades i1 stillet tydliga
indikationer pd att bakterier haft en roll i enzymets utveckling. Vi vet att flertalet
mekanismer sa som horisontell gendverforing och genforlust forekommer och
driver pd utvecklingen hos knoppjidstsvampar men frdgorna hur, nir och var
kvarstér.

Att dessa enzym skulle ha samma roll hos alla vitt skilda arter av knoppjéstsvampar
med hogst specialiserade levnadssitt dr tveksamt. Nagot som ytterligare talar emot
detta dr att homologer ocksa hittats i andra organismtyper frén andra doméner.

Det gar inte att dra exakta slutsatser om enzymets ursprung eller funktion i detta
skede. Den enda slutsatsen som med sékerhet kan dras dr att mycket finns mycket
kvar att utforska och att dorren till knoppjéstsvamparnas virld bara dppnats pa
glént.
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Bilaga 1

Flersekvensjamforelse av kloroperoxidas-liknande proteinsekvenser som anvindes
for att konstruera det fylogenetiska tradet i denna studie. Knoppjédstsvampsarterna
Debaryomyces fabryi, Debaryomyces subglobosus, Debaryomyces prosopidis,
Meyerozyma sp. JA9, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma athensensis,
Priceomyces medius, Candida duobushaemulonis, Candida pseudohaemulonii,
Blastobotrys adeninivorans och Wickerhamiella infanticola ir exkluderade ur
figuren di slékten &r representerade av andra arter med snarlika sekvenser. Rosa
markering indikerar identisk position, turkos markering indikerar liknande position,
minst 70%. Positionerna for de aminosyror som ingar i den katalytiska triaden

serin-asparagin-histidin &r markerade med gult.
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T--KDVKCVVLIGAVPPLMLKTGDNPNGTPKDVFDRIQKNVLDDRSSFFKEL-AMMFYGF
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T--GRFKKAVLVGAVPPLLLKTSNNPEGVDKSVFDTFRKSLLEDRAQFFLDIPSGPFFGF
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T--SRAKKAVLVAAIPPVMVQSESNPEGTPLAVFDGFRAAMEKDRAQFFLDVPSGPFFGF
T--SRVSKAVLVSAITPLMVQTAANPEGLPLGVFDSFREAMLKDRAQFFLDVPNGPFFGF
T--SRVSKAVLVSAVAPGMLKTEANPDGVPLEVFDSFRDAMVKDRAQFFIDVPTGPFFGF
T--SRVSKAVLISAVTPGILKTDANPDGVPLDVFDSFRASMLKDRAKFFIDVPSGPFFGF
T--KRVSKAVLVSATAPGLLKSDSNPHGVGMDVFESFRDSMVKDRAQFFIDVPSGPFFGF
S--KRVSKAVLVGAVPPLLVKSEKSPDGVPLEVFDSFRDALKKDRAKFFIDVPSGPFFGF
T--SRVSKAVLISAVAPGMLKTDTNATGVDISVFDGFRAAMNKDRAQFFLDVPTGPFFGF
T--SRVSKAVLVSSVVPLMLQSESNPVGVPMSVFDGFRDSMTKNRAQFFTDVPTGPFFGF
T--ARVAKAGLISAVPPLMLKTEANPGGLPMEVFDGIRQASLADRSQLYKDLASGPFFGF
T--QRVSKAVLMGAVPPLMLKTEANPGGLPIEVFDGFRAAFLADRSQFFLDVASGPFFGF
T--DRVAKAVLIGAVPPLMLKT PANPAGTPIEVFDQIRASVKADRSQYWKDL-SLPFYGY
T--DRVARAVLIGAVSPLMLKTPANPAGTPIEVFDQIRASIKADRSQYWKDL-SLPFYGY
T--KRVAKTVLIGAIPPLMLKTETNPAGTPIEEFDKLREAVQADRSQFWKDL-SLPFYGY
T--KRVAKAVLIGAIPPLMLKTAANPGGTPIEAFDQIRAAVLADRSQFWKDL-SMQFYGY
T--KRVAKAVLIGAVPPLMLKTAANPAGTPIEAFDQLRAAVVADRSQFWKDL-SMPFYGY
T--DRVAKVVLIDAVPPFLLKTAANPGGIPRETFDEIRAAVLADRSQFFKDF-SSPFYGA
P--GRVSKAVLVSAVTPFMVQSDINPAGTPKKDLDNIREQVATNRSKFYYDF-TLPFYNF
P--GRVAKAVLVSAVSPIMVQSESNPEGVPMSVEFDMVREQTATNRSQFFYDF-TLPFFGY
EPQGRVAKAVLISSVPPLMVKNENNTDGTPVEVFDQFRAGLAANRSQFYLDVASGPFYGY
A--GRVAKAVLIGAVPPLMVQTESNPEGLPVEVFDGFREAVVTNRSQFYLDLASGPFYGF
QPAGRVAKAVLVSAVPPLMLKTESNPEGLPIDVFDGFRKALADNRAQFFLDVPSGPFYGE
EPQGRVAKAVLISSVPPLMVQTKENPDGVPISVFDEFRESLAADRAAFYLDVPSGPFYNF
P--GRVAKAVLVSAVPPVMVKSDTNPDGLPLEVFDEFRAALAANRAQFYIDVPSGPFYGF
E--SKVSKAVLVSSVPPLMVKME SNPEGTPKSVFDEFREALAANRSEFYQTVPSGPFYGY
E--RNVSKAVLISSVPPLMVKTSSNPNGTPKSVFDDFQAHVAANRAQFYLDVPAGPFYGY
E--DKVAKAVLIAAVPPLMVQTPGNPGGLPKSVFDGFQAQVASNRAQFYRDVPAGPFYGY
E-HDHVKKAVLISSVPPLMVKTANNPNGMEKSIFDDFQTQVATNRPQFYLDVPSGPFYNY
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DRDESEASTGFIDSFWMQOGMQGSIKALYDCVAAFSETDQREDLRNMNIPTLVLYGDNDQI
KEHNSD-TGGLIDSFWLOGMQGSIKALHDCVEAFSETDQHEDLKKMDIPTLVGYGDNDQI
KENNSN-TAGLIDSFWLOGMQGSIKALYDCVGVFSETDQHEDLKKMDIPTLVLYGDDDQI
NODKDKLSTGLVDGFWLOGMQOGSIKALYDCVKAFSETDQHDDLKKIDVPTLVLYGDNDQI
NQDASSTSIGLIDSFWLOGMQOGSIKALYDCIGVFSETDQHEDLKKMDIPTLVIYGDNDQI
NKDTANTSEGLIDSFWLOGMQGSIKALYDCVKVEFSETDQHNDLKKMKIPTLVIYGDADQI
NREGSAKSDGLIEGFWFQGMQOASIKALHDCVTAFSSTDQTEDLKKMNVPTLVLYGDDDQI
NHNKDQTSQGLIDSFWLOGMOASIKSLYDCVKAFSETDQTEDLKKMSIPTLVIYGDDDQI
NHDTEKKSQGLIDGFWLOGQQASIKALHDCIKVFSETDQTEDLKKISVPTLVIYGDDDQI
NHDESKKSQGLIDGFWYQGMQASIKALHDCVAAFSETDQREDLKGIDIPTLVLYGDDDQI
NHDDSKKSQGLIDGFWRQGVQASIKALYDCVKAFSETDQREDLKNIDIPTLVIYGDDDQI
NHKEETRSQGLIDSFWLOGMQGSIKALYDCVKAFSETDQVEDLKKIDVPALVIYGDDDQI
NREGAKKSQGLIDSFWLOGMQOGSIKALHDCVEVFSETDQREDLAKMTIPTLVLYGDDDQI
NHDKSKTSNGLVDSFWMQGMQASTIKALHDCVSAFSETDQRADLORMNMPTLVLYGDDDQI
NREGSKGSEGLEHSFWLOGMQASIKALHDCVAAFSETDQREDLKSMNIPTLILYGDDDQI
NRVGAQVSEGLVNSFWLOGMQOASIKSLHDCVAAFSETDQRGDLKKMDVPTLILYGDDDQI
NRPNSQPSQGMRDSFWLOGMQOGSIKALYDCVAAFSATDQREDLORMTIPTLVIYGDDDQI
NRPGAKVSEGLIESFWLOGMQGSIKSLYDCVKAFSETDQREDLKKMTIPTLVIYGDDDQI
DPAQAHKSQGLIDGFWLOGMQOGSIKALHDCVKVFSETDQREDLKKIDVPTLVLYGDSDSI
DK--SNVQQOGLVDSFWLOGMQGS IKALHDCVEVFSETDQHEDLKKMTVPTLVIYGDNDQI
NRWGARKSQGLVDSFWLOGMQOGSIKAEHDCVTAFSQTDQREDLKKVKVPTLVIYGDDDQI
NIDKEKKSQGLIDSFWSQGMQASIKAVYECIQVFSETDQTEDLKLMDIPTLLLYGDKDQI
NRENAQVSEGQICSWWRQGMATSFKSAFDCIRDFSETDFTEDLKRIDVPVRVLHGDDDQV
NRPDAKKSEGQVWSWWKQGMNTSFKTAYDAIKDFSETDFTEDLKRIDIPVLVLHGDDDQV
NRPGAKRSEGQIRSWWQOGMNTSFKTAYDCIKDFSETDFTEDLKKINIPVLVLHGDDDQV
NRDGAKKSEGQIQSWWRQGMNTSIKSAYDSVKDFSETDFTEDLKKIDIPVLVLHGDDDQV
NRSGAQKSEGQIRHWWQOGMNTSFKTAYDCIKDFSETDFSEDLKKIDIPVLVLHGDDDQV
NRAGAQKSEGQIRSWWQOGMNTSFKSAYDSIKDFSETDFTEDLKSINIPVLVLHGDDDQV
NREGSKKSEGQIQSWWRQGLNTSLKTAYDSVKDFSETDFTEDLKKIDIPVLVLHGDDDQV
NREGAPRSEGQIRSWWQOGMNTSFKTAYDCIKDFSETDFTDDLKKINIPVLVLHGDDDQV
NREGATVSQGLIQSWWQOGMMSGFKNSYDCIRAFSETDFTEDLKKIDIPILFLHGDDDQV
NRPGAKMSQGLIQSWWSQGMMCGFKNAYDCVKAFSETDMTEDMKKIDIPVLLLHGTDDQI
NRPGAKASQGLIQSWWMOGMVCGFKAVYDCVEAFSDTDMTEDMKKIDIPVLLLHGDDDQV
NRPGAKASQGLIQSWWLOGMLCGYKAAYDCIKAFSETDMTEDMKKINIPVLLLHGDDDQV
NKPGVKTSQGLIQSWYQQOGMMCGFKNAYDCIKAFSETDMTEDMKNIDVPVLLLHGDGDQV
NKPGVKTSQGLIQSWYQOGMMCGFQNAYDCIKVFSETDMTEDMKNIDIPVLLLHGDGDQV
NRPGANVSQGLIQSWWQOGMMCGFVNSYECVKVEFSETDMTEDLKKIDIPVLVMHGDDDQV
NRPGANVSQGLIQSWWQOGMMCGFINSYECVKVEFSETDMTEDLKKIDIPVLVMHGDDDQV
NRPGAKVSQGLIQSWWOOGMMCGFVNSYECVKVEFSETDMTEDLKKIEIPVLVLHGDDDQV
NRPGAKVSQGLIQSWWQOOGMMCGFVNSYECVKVEFSETDMTEDLKKIEIPVLILHGDDDQV
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NRPGAQVSQGLIQSWWQOGMMCGFVNSYECVKVEFSETDMTEDLKKIDIPVLVMHGDDDQV
NRPGAHVSQGLIQSWWQOGMMCGFVNSYECVKVEFSETDMTEDLKKIDIPVLVLHGDDDQV
NREGAKLSQGLIWSWWQOAMMCSFIGYYDCIKAFSETDCTEDLKKMDIPVLLLHGTDDQV
NRPGAAVSQGLIQSWYQQOGMMSGFKNAYECIKAFSETDMTEDLKKIDIPVLWLHGDDDQV
NRPGAAVSQGLIQSWYQQOGMMSGFKNAYECIKVFSETDMTEDLKKIDIPVLWLHGDDDQI
NRPGAVKSEGLVQSWWLOGMMAGFKNVYDCVKAFSETDLNEDLKRIDIPVLLLHGDDDQV
NRPGANVSQGKIWSWWLOGMRCDFKAAYDCIKAFSETDTSEDLRKADVPILILHGTDDQV
NRPNAQVSQGKIWSWWQOGMLCGFNAAYECIKAFSETDTSEDLRNADIPILILHGTDDQV
NREGAEVSQGLIWNWYKQGMSCGFKAAYDCVKAFSETDTTEAIQNADVPILVLHGTDDQV
NRTDATVSQGKIWSWWQOGMACGFKNAYDCVKAFSETDFTEDLQGIDIPVLVLHGDDDQV
NREGAEISQGRIQDWWRQGMNCSFKAAYDCIKAFSETDTSEDLKKVDIPILILHGTDDQV
NRPNATVSQGLINSWWOMGMOAGFVGAYECVKAFSETDFTEDLKKMNIPTLVVHGSDDQV
NQPGAKSSAGMVDWFWLOGMAAGHKNAYDCIKAFSETDFTEDLKKIDVPTLVVHGDADQV
NRPGAKVSQGLVYSWWMOGMMAGHKNAYDCIKAFSETDFTEDLKKFDVPTLITIHGDDDQI
NRPGAKISEGVRDSFWLOGLMAGFPASYFCIKAFSETDLTEDLKKFDVPTLILHGDDDQI
NRPGAKISEGVRDSFWLOGMMAGFPAAYFCIKAFSETDLTEDLKKIDVPTLILHGDDDQI
NRPGAKISEGVRESFWLOGMMAGFPAAYFCIKAFSETDLTENLKKFDVPTLILHGDDDQI
NRPGAKISEGVRESFWLOGMMAGLPASYFCIKAFSETDLTEDLKKIDVPTLILHGDDDQI
NRPGAKISEGVRESFWLOGIMASFPASYFCIKAFSETDMTEDLKKFDVPTLVLHGDDDQI
NRPGSRVSQGLRDTFWLQSMMAGHNAVYECIKAFSETDFTEDLKKFDVPTLITIHGEDDQI
DRVGVEVNEPVRWNWWRQGMTGSALAHYHGIAAFSETNFHEDLKKISVPVLVLHGEDDQV
NREGADIKEAVRLNWWRQGMNGGALAHYLGIAAFSETDFTEDLKAITVPTLVMHGEDDQV
NRSGADISQGVIQONWWRQGMMGGAKAHYEGIKAFSETDQTEDLKSITRPTLVMQGDDDQV
NRPGADISQGVIQONWWRQGMTGSAQAHYEGIKAFSETDFTDDLRAIDVPTLIMHGDDDQI
NRAGATVHQGVIRNWWRQGMEGSAKAHYEGIKAFSETDQTEDLKSITVPTLVLHGEDDQI
NRAGEKPSQGIIQNWWRQGMMGSAIAQYKGIKAFSETDQTEDLKKITVPVLVLQGDDDQV
NREGATVSQGLIDHWWLOGMMGAANAHYECIAAFSETDFTDDLKRIDVPVLVAHGTDDQV
NRDGAKPSVANIQONWWRQGMNGGAKAQYDGIAAFSETDFTEELKKIGVPVLVVHGDDDQV
NRPGAKPSEGVIYNWWRQGMMGSTKAQYDGIVAFSQTDFTNDLKGITIPVLVIHGDDDQV
NRPGVEASEGIIGNWWRQGMIGSAKAHYDGIVAFSQTDFTEDLKGIQQPVLVMHGDDDQI
NRDONKPSEGIIKNWWRQGMMGGAKAQYDSIVAFSQTDFTEDLKAATIPVLVMHGEDDQV
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