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1. Célkitiizés

Tanszékiinkon évtizedek ota folyik az interspecifikus Saccharomyces hibridek genetikai
kutatasa, amely eddig leginkabb a nuklearis genom és a hibridek sterilitasanak vizsgalatara terjedt
ki. Viszont a mitokondrialis genom oOroklodése is egy kihivasokban gazdag teriilete az
interspecifikus hibridek kutatdsanak. Ezért kutatocsoportunk célul tlizte ki nagyszdmu
Saccharomyces cerevisiae x Saccharomyces wuvarum hibrid izolalasat és mitokondriélis
genomjanak vizsgalatat. A mitokondridlis DNS (mtDNS) o6roklédésének vizsgalatat
interspecifikus Saccharomyces uvarum x Saccharomyces kudriavzevii x Saccharomyces
cerevisiae harmashibridekre is kiterjesztettiik.

A S. cerevisiae x S. uvarum hibridek esetében kivancsiak voltunk arra, hogy a sziildi torzsek
megvalasztisa befolyasolja-e a mtDNS 0roklodését, meg szerettik volna tudni, hogy a
mitokondrialis genom hatassal van-e a hibridek fertilitasara, valamint, hogy a mtDNS valtozik-e
a sporaképzés soran. Ezenkivill a kiilonbdz6 mitotipussal rendelkez6é hibridek hémérséklet-
tolerancidjat és respiracios képességét is gorcsd ala vettiik, ugyanis egyre tobb publikacid jelenik
meg, amely azt sugallja, hogy a mtDNS jelent6s hatassal van ezekre a tulajdonsagokra (Wolters

¢és mtsi., 2018; Baker és mitsi., 2019; Li és mtsi., 2019).



2. Irodalmi attekintés

A Saccharomyces fajok mtDNS o6roklédésének vizsgalata az egyik legnagyobb kihivast
jelentd teriilete a genetikai kutatasoknak. Az els6 kisérletek mar az 1970-es években elkezdddtek,
de szamos kérdésre a mai napig nem sikeriilt valaszt kapnunk (Williamson és Moustacchi, 1971).
A mtDNS o6roklédésének vizsgdlata nem csak az alapkutatisok szdmara érdekes, szamos
publikécio jelent meg az utobbi években, amely a térzsek mitotipusat dsszefiiggésbe hozta olyan
ipari szempontbdl fontos tulajdonsdgokkal, mint az oxidativ stresszel és a dehidratacioval
szembeni tolerancia, a homérséklet-tolerancia €s a respiracios rata (Solieri és mitsi.,, 2008;
Albertin és mtsi., 2013; Picazo és mtsi., 2015; Baker ¢s mtsi., 2019; Li és mtsi., 2019). Ezeket a
kisérleteket azonban kisszdmu hibriddel végezték, ezért még sziikség van atfogd tanulmanyokra
annak érdekében, hogy pontosan megtudjuk, hogy milyen és mekkora szerepe van a mitotipusnak
ezeknek a tulajdonsagoknak a meghatarozasaban.

A mitotipust ezenkiviil a hibridsterilitassal is 0sszefiiggésbe hoztak (Lee és mtsi., 2008; Chou
¢és mitsi., 2010; Jhuang és mitsi., 2017). A hibridsterilitas leginkabb elfogadottabb magyarazata,
hogy az allodiploid hibridekben az eltér6 sziiloktdl szarmazod homeoldg kromoszomak a meidzis
I profazisaban nem tudnak parba allni, ezért a meidzis nem tud megfeleléen végbemenni a
hibridekben (Delneri és mtsi., 2003; Charron és mitsi., 2014). A Saccharomyces fajoknal azonban
gyakran megfigyelhetd genom duplikacid, vagyis a genomjuk megkettézddhet, amelynek
eredményeként allotetraploid hibridek jonnek 1étre. Az allotetraploid hibridekben minden
kromoszémanak megtalalhaté az azonos sziil6tdl szarmazé homoldg parja, ezért ezekben a
hibridekben a meiozis lejatszoédasanak nincs akadalya (Banno és Kaneko, 1989; Charron és mtsi.,
2019). Viszont a Saccharomyces fajoknal a parosodasért felelds gének a MAT 16kusz szabalyzasa
alatt allnak. Az allotetraploid hibridek allodiploid sporakat képeznek, amelyek heterozigotak a
MAT 16kusz a és a alléljére nézve. Az ezekrdl az allélekrdl atirodo al és a2 fehérjék létrehozzak
az al-a2 represszort, amely meggatolja a konjugacioért felelds gének atirasat. Az allotetraploid
hibridek altal 1étrehozott allodiploid sporak ezért valdsziniileg nem tudnak egymassal konjugalva
F2 hibrideket képezni (Pfliegler et al., 2012; Sipiczki, 2018).

Egy tajvani kutatocsoport kisérletei arra utalnak, hogy hibridsterilitds kialakulhat
mitonuklearis inkompatibilitds miatt is. A mitonuklearis inkompatibilitds megértéséhez fontos
tudnunk, hogy a mitokondrialis fehérjék egy része a sejtmagban, masik része pedig a mtDNS-en

kodolt. Mitonuklearis inkompatibilitas akkor 1ép fel, amikor a mitokondrialis fehérjéket kodolo



kromoszomak és a mtDNS kiilonboz6 fajoktdl szarmaznak és a fajok kozotti szekvencia
kiilonbségek miatt az eltérd kompartmentekben kodolt géntermékek nem tudnak egymassal
kolcsonhatasba 1épni. Ennek kovetkeztében a hibridek elveszithetik a respiracios képességiiket.
Ez azért fontos, mert a Saccharomyces fajok respiracios képesség hianyaban nem tudnak belépni
a meiodzisba, tehat elveszitik a sporazasi képességiiket (Treinin és mtsi., 1993; Jambhekar és
Amon, 2008; Lee és mtsi., 2008; Chou és mtsi., 2010).

A Saccharomyces fajoknal a mitokondrialis genom 6roklédése biparentalis, ami azt jelenti,
hogy mindkét sziil6 mtDNS-e bekeriil a zigdtaba (Birky, 1978; Dujon, 1981). Viszont néhany
osztodasi ciklus utan mar csak az egyik sziilore jellemzé mtDNS mutathatd ki a sejtekben.
Interspecifikus hibridekkel végzett kisérletek kezdetben azt sugalltak, hogy két adott faj
keresztezésébdl szarmazo hibridek mindig ugyanannak a fajnak az mtDNS-ét 6roklik (Marioni
és mtsi., 1999; Pulvirenti és mtsi., 2000; de Vero és mtsi., 2003; Antunovics és mtsi., 2005;
Karanyicz és mtsi., 2017). Késobbi kutatasi eredmények viszont arra mutattak ra, hogy ez nem
minden esetben igaz. Ugyanannak a két fajnak kiilonb6zo torzseit keresztezve egymadssal a
hibridek mitotipusa a torzskombinaciotol fiiggden eltérd lehet (Verspohl és mitsi., 2018).

A homoplazmia fokozatosan alakul ki, viszont a pontos mechanizmus még nem ismert
(Albertin és mtsi., 2013). Az egyik lehetséges magyarazat, hogy csak néhany mtDNS molekula
replikalodik és kertiil be az utdédsejtekbe (Ling és Shibata, 2004). Illetve vannak arra utal6 adatok
is, hogy a kiilonb6z6 mitotipusok eltéré novekedési képességet biztosithatnak a sejteknek, ami
hozzajarulhat ahhoz, hogy a kiilonb6z6 mitotipust szubpopulacidk koziil az egyik tilndje a tobbit

(Hsu és Chou, 2017).



3. Mddszerek

3.1. Torzsek és hibridizacio

Célunk nagyszamu interspecifikus hibrid eléallitasa és mtDNS-énck vizsgalata volt. Ennek
érdekében harom S. cerevisiae és két S. uvarum auxotrof torzs keresztezésével 1étrehoztunk négy
hibridcsoportot, amelyeknek CU2, CU3, CU4 és CU6 nevet adtunk. Mindegyik hibridcsoportba
10-10 torzs tartozott. A keresztezés az auxotrof sziildi torzsek minimal taptalajon valo keresztbe-
replikazasaval, majd a prototréf telepek izolalasaval tortént. A kiilonbozd sziildi térzsek
keresztezése altal arrol szerettiink volna informaciét kapni, hogy a sziildi torzsek megvalasztasa
befolyasolja-e a hibridek mitotipusat.

Ezt kovetéen a 10-170-es S. cerevisiae és a 10-522-es S. wuvarum torzs komplett
tapfolyadékban torténd keresztezésével létrehoztunk tovabbi negyven hibridet (A1-40) annak
érdekében, hogy teljesebb képet kapjunk egy adott tdorzsparositasbol szarmazod hibridek
mitokondrialis 6roklddésével kapcsolatban is.

A hibridizacio sikerességét pulzald erétert gélelektroforézissel is leellendriztiik: elkészitettiik
a hibridek kariogramjat és megnéztik, hogy valoban jelen van-e mindkét sziil6éi faj
kromoszomakészlete benniik.

A tanszékiink munkatarsai pedig egy parhuzamos kisérlet soran létrehoztak 6t interspecifikus
harmashibridet is egy S. uvarum x S. kudriavzevii kettéshibrid (11/6) és a 10-170-es S. cerevisiae

torzs keresztezésével.

3.2. A hibridek mtDNS-ének vizsgalata

A hibridek és a sporaklonok mitotipusat elészor a teljes mitokondrialis genom RFLP
analizisével vizsgaltuk. mtDNS-t izolaltunk a torzsekbdl, amelyet ezutin Haelll restrikcios
endonukleazzal megemésztettiink, majd a kapott fragmenteket gélelektroforézis segitségével
elvalasztottuk egymastdl. A hibridek mtDNS-ének RFLP mintazatat (mitotipusat)
Osszehasonlitottuk a sziil6i mintazatokkal. Azokat a hibrideket, amelyek RFLP mintazata egyik
sziil6ével sem egyezett meg, rekombinans mitotipustinak tekintettiik.

Ezt kovetéen meg szerettik volna tudni, hogy a rekombinans hibridekben és a
sporaklonokban bizonyos mitokondridlis gének mely sziil6i fajtdl szarmaznak. Ezért korabbi
publikaciok protokolljai alapjan (Lopez és mtsi., 2003; Albertin és mtsi., 2013) elvégeztiik négy
mitokondrialis lokusz (COXI, COX2, COX3, ATP6) allél-specifikus PCR analizisét. A S.



cerevisiae és a S. uvarum COX1, COX3, ATP6 allélek PCR termékei eltéré méretiiek voltak, a
COX2 gén esetében a PCR terméket Sfcl restrikcios endonukleazzal meg kellett emészteni, hogy

meéretbeli kiilonbséget tudjunk tenni az allélok kozott.

3.3. A hibridfertilitas vizsgalata

Ahibridek fertilitasanak vizsgalatat el6szor egy kdzvetett modszerrel, az tgynevezett random
spora analizissel vizsgaltuk. A hibrideket négy napig sporaztatd taptalajon tartottuk, majd a
sporakat hordoz6 aszkuszok sejtfalat Zymolyase-20T enzimmel lebontottuk és a sporakat
szonikalast kovetden komplett taptalajra szélesztettilk. Par nap elteltével a csészekrdl replikat
készitettiink minimal, illetve leucinnal vagy uracillal kiegészitett minimal taptalajokra. Mivel a
S. uvarum leu2 marker gén és a MAT 16kusz azonos kromoszoman helyezkedik el, vélhetéen a
leucin auxotrof sporakbdl hianyzik a S. uvarum MAT 16kuszt hordoz6d kromoszéma. Ennek
eredményeként feloldodik a MAT heterozigdtasagbol eredo sterilitasi gat €s a sporak visszanyerik
a fertilitasukat.

Az elméletiink helyességét tetradanalizissel is leellendriztiik. A tetradanalizis soran
mikromanipulator segitségével elvalasztottuk az aszkuszokban talalhatd négy sporat egymastol
és megnéztiik, hogy a sporak képesek-e mitotikus osztédassal telepeket (sporaklonokat) képezni.
Azokat a hibrideket tekintettiik fertilisnek, amelyek F1 sporaklonjaibol sporaztatast kovetden

sikeriilt életképes F2 sporaklonokat izolalni.

3.4. Novekedés-vizsgalat

A hibridek és a kivalasztott sporaklonok ndvekedés-vizsgalatat szobahémérsékleten és 37 °C-
on, fermentalhat6 és nem-fermentalhato (gliikoz helyett glicerolt tartalmazo) taptalajon végeztiik.
Fermentalhato taptalajon az energiatermelés foleg fermentacioval, nem-fermentalhaté taptalajon
pedig kizardlag oxidativ foszforilacidval torténik. Nem-fermentalhatd taptalajon a torzsek
respiracids képesség hianyaban nem képesek névekedni. Minden torzsbol 1étrehoztunk egy 0,2
optikai denzitast (A: 590 nm) sejtszuszpenziot, amelybdl 15 pl-t pipettaztunk a fent emlitett

taptalajokra. A novekedés-vizsgalat eredményét hat nap elteltével értékeltiik ki.



4. Eredmények és megbeszélésiik

A kiilonboz6 torzsparositasokbdl szarmazo hibridek mitotipusanak vizsgalatakor azt vettiik
észre, hogy a 10-167 S. cerevisiae x 10-522 S. uvarum keresztezésbol szarmazé CU6 hibridek
mind S. uvarum, a 10-170 S. cerevisiae x 10-1651 S. uvarum keresztezésbdl szarmazdé CU2
hibridek pedig mind S. cerevisiae mitotipusuak voltak. Amikor pedig a 10-170-es és a 10-522-es
torzset kereszteztiik egymassal (CU4 és ,,A” hibridcsoportok), kaptunk S. cerevisiae, S. uvarum
és kiilonb6z6 rekombinans mitotipusu hibrideket, illetve egy olyan térzset (CU4. 3), amelyben a
sejtek egy része S. cerevisiae masik része pedig rekombinans mitotipusu volt. A CU3 csoportban
(10-174 S. cerevisiae x 10-522 S. uvarum) szintén talaltunk S. cerevisiae, S. uvarum és
rekombinans mitotipusu hibrideket, valamint egy heteroplazmias toérzset (CU3. 7) is. A
harmashibridek esetében a 10-1651 S. uvarum x 10-1653 S. kudriavzevii keresztezésbol szarmazo
kettéshibrid sziil6i torzs S. kudriavzevii mtDNS-t 6rokolt, mig a harmashibridek a 10-170 S.
cerevisiae-vel valo keresztezés utdn mind S. cerevisiae mitotipust mutattak. Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy a sziiléi térzsek megvalasztasa erésen befolyasolja a hibridek mitotipusat,
valamint hogy a kiilonb6z6 mitotipusu torzsek eltéré hatékonysaggal orokitik tovabb a
mitokondrialis genomjukat.

A hibridek mitotipusanak elemzésekor a CU3. 7 és CU4. 3 torzsek mitotipusat kiilondsen
érdekesnek talaltuk a homoplazmia kialakuldsanak szempontjabol. A homoplazmia valdsziniileg
fokozatosan alakul ki, kezdetben kiilonb6z6 mitotipussal rendelkezé szubpopulaciokbol all a
tenyészet. Az eddigi kutatasi eredmények arra utaltak, hogy ezalatt egy heteroplazmias és egy
homoplazmias populaciot kell érteni, de az eltérd mitotipusu szubpopulaciokbdl allo CU4. 3
hibrid arra utal, hogy kezdetben tobb homoplazmias szubpopulaci¢ is jelen lehet, amelyek koziil
az egyik késébb tulnovi a tobbit (Albertin és mtsi., 2013). A CU4. 3 hibrid arra is bizonyitékot
nyujt, hogy a kiilonb6z6 mitotipusti szubpopulaciok fitnesze adott koriilmények kozott kdzel
megegyez0 is lehet. A heteroplazmias CU3. 7 hibrid pedig azt bizonyitja, hogy a homoplazmia
nem minden esetben alakul ki.

A 10-170-es S. cerevisiae és 10-522-es S. uvarum torzs keresztezésébdl szarmazo 50 hibrid
34 %-a rekombinans mitotipust volt. A rekombinans hibrideket a mtDNS-iik RFLP mintazata
alapjan nyolc csoportba (R1-R8) osztottuk.

Kivancsiak voltunk, hogy a rekombinans mitokondrialis genomok milyen allélkombinéaciokat

hordoznak, ezért PCR reakcioval megvizsgaltunk négy mitokondrialis gént: COX1, COX2, COX3,



ATP6. A rekombinans hibridek néhany kivétellel mind S. cerevisiae COX1 és S. uvarum COX2
€s COX3 alléleket hordoztak. Az ATPG allél esetében a rekombinans hibridcsoportok felében (R1,
R4, R6, R8) S. cerevisiae, masik felében (R2, R3, R5, R7) pedig S. uvarum allél volt kimutathato.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a rekombinaci6 valoszintileg nem véletlenszerii helyeken
torténik a két torzs mtDNS-e kozott.

A novekedési vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a mitotipus jelentésen befolyasolja a
hibridek respiracios képességét 37 °C-on: az azonos mitotipusu hibridek hasonldé ndvekedési
képességgel rendelkeztek. Harom rekombindns csoportba (R2, R3, R7) tartozd Osszesen hét
hibrid elvesztette a respiracios képességét. Ennek valosziniileg az az oka, hogy a 1égzési lancot
alkoto fehérjekomplexekben a S. cerevisiae és a S. uvarum allélok altal kodolt fehérjék kevésbé
hatékonyan kapcsolodnak egymashoz, ezért magas homérsékleten a fehérjekomplexek
konnyebben széteshetnek (He és mtsi., 2016).

A 37 °C-on respiracios képességiiket elvesztett hibridek mind S. uvarum ATP6 allélt
hordoztak, viszont talaltunk olyan S. uvarum ATP6 alléllel rendelkezd hibrideket is, amelyek
kozepes mértékben képesek voltak ndvekedni magas homérsékleten, nem-fermentalhatd
szénforrason. A legtobb S. cerevisiae ATP6 alléllel rendelkez6 hibrid jo respiracios képességet
mutatott, de voltak olyanok is, amelyek csak gyenge vagy kozepes ndvekedési képességgel
rendelkeztek. Ez arra utal, hogy az ATP6 allélikus varidnsainak fontos szerep jut a hibridek magas
hémérsékleten vald respiracios képességének kialakitasaban, viszont mas tényezok hatasa is
érvényesil. Valészintileg az ATP8 és az ATP9 mitokondridlis gének genotipusa is meghatarozd
ebbdl a szempontbal.

A sporaklonok mitotipusanak vizsgalatakor azt figyeltiik meg, hogy a mitotipus a legtobb
sporaklon esetében a sziil6i hibridhez képest valtozatlanul adodik tovabb. A sporaklonok egy
részénél viszont a mtDNS RFLP mintazatabol savok vesztek el. Ezek a sporaklonok a respiracios
képességiiket és a mitokondrialis markergének egy részét is elvesztették. Legalabbis bizonyos
markergének PCR reakcidoval nem voltak kimutathatbéak. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
a mtDNS a meiodzis soran delécidkon eshet at.

A hibridsterilitas vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a hibridek 98%-a a mitotipustol
fiiggetlentil képes volt életképes sporakat létrehozni, tehat a mitonuklearis inkompatibilitds nem
akadalyozta meg a sporaképzeésiiket. Az életképes sporak magas szama arra utal, hogy a hibridek

tetraploidok voltak. Egy olyan hibridet talaltunk, amely nem képzett sporakat. Ez a torzs



rekombinans mitotipussal rendelkezett és nem volt képes respiracidora, ami a meidzis
lejatszodasanak a feltétele (Treinin és mitsi., 1993; Jambhekar és Amon, 2008). A rendelkezésre
allé adatok alapjan nem tudjuk eldonteni, hogy a respiracios képesség elvesztésének hatterében
egy rekombinacio altal funkciot vesztett mitokondrialis gén vagy egy rekombinaciotol fiiggetlen
mutacio all-e.

Random spodra analizissel négy olyan hibridet azonositottunk, amelyek kozel 30%
gyakorisaggal képeztek leucin auxotrof sporakat és feltehetden elvesztették az egyik MAT lokuszt
hordozé kromoszomajukat, ezaltal pedig visszanyerték a fertilitasukat. A leucin auxotr6f F1
sporaklonokbol varakozasainknak megfelelden hianyzott a S. uvarum MAT 16kuszt hordozo
kromoszoma, mig a prototrof F1 sporaklonokban jelen volt.

Tetradanalizissel is megerdsitettiik, hogy ezek a hibridek valdban fertilisek voltak, az auxotrof
F1 sporaklonokbol sikeresen izolaltunk életképes F2 sporaklonokat. A fertilitast, vagyis az F2
sporaklonok életképességét, a ~30% gyakorisaggal auxotrof sporakat képzo hibrideken kiviil
masik harom hibrid esetében is megvizsgaltuk: A2 (rekombindns mitotipus), AS (S. uvarum
mitotipus), A7 (S. cerevisiae mitotipus). Ezek a hibridek nem képeztek ¢életképes F2
sporaklonokat.

A négy fertilis hibrid koziil kettd S. cerevisiae, egy rekombinans, egy pedig S. uvarum
mitotipussal rendelkezett, ami azt bizonyitja, hogy a S. cerevisiae és a S. uvarum mitotipus
egyarant kompatibilis volt a hibridek nuklearis genomjaval. Viszont az altalunk vizsgalt hibridek
genomjaban mindkét sziildi faj kromoszémakészlete megtalalhaté volt. A mitonuklearis
inkompatibilitasnak azoknal a hibrideknél és sporaklonoknal lehet nagyobb szerepe, amelyek
nukledris genomja elkezdett redukalddni, vagyis vannak olyan kromoszomak, amelyeknek csak

a S. cerevisiae vagy csak a S. uvarum ortoldgja van jelen a genomban.



5. Az 1ij tudomanyos eredmények felsorolasa

Tobbféle mitotipusu szubpopulacio is alkothatja a hibrid tenyészetet.

El6szor izolaltunk viszonylag nagy szamban rekombindns mtDNS-sel rendelkezd

interspecifikus Saccharomyces hibrideket.

A rekombinaci6 valdszintileg nem véletlenszerti helyeken torténik az altalunk hasznalt S.

cerevisiae és S. uvarum torzs mtDNS-e kozott.

A mtDNS rekombinacidja az intraspecifikus hibridekhez hasonléan, az interspecifikus

hibridek respiracios képességét is sok esetben negativan befolyasolja magas hdmérsékleten.

A legtobb esetben a mtDNS a sziildi hibridekhez képest valtozatlanul adédik tovabb a

sporaklonokba, viszont a meidzis soran viszonylag gyakran tortént benne delécio is.

A hibridek spoéraképzo képességét a mitotipus a legtdbb esetben nem befolyasolta.

Nem tapasztaltunk mitonuklearis inkompatibilitast az interspecifikus hibridek nuklearis

genomja és a kiilonb6z6 mitotipusok kozott (S. cerevisiae, S. uvarum, rekombinans).
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1. Aims

Genetic research on interspecific Saccharomyces hybrids has been carried out in our
laboratory for decades, thus far with a primary focusing on the nuclear genome and sterility of
hybrids. However, the inheritance of the mitochondrial genome is also a challenging area of
research on interspecific hybrids. Therefore, our research group aimed to isolate a large number
of Saccharomyces cerevisiae x Saccharomyces uvarum hybrids and to study their mitochondrial
genomes. The inheritance of mitochondrial DNA (mtDNA) was also examined in interspecific
Saccharomyces uvarum x Saccharomyces kudriavzevii x Saccharomyces cerevisiae triple hybrids.

In the case of S. cerevisiae x S. uvarum hybrids, we asked whether the choice of parental
strains affects the inheritance of mtDNA, whether the mitochondrial genome affects the fertility
of the hybrids, and whether the mtDNA undergoes a change during spore formation. We also
examined the temperature tolerance and respiratory ability of hybrids with different mitotypes,
as a growing body of literature suggests that mtDNA has a significant effect on these properties
(Wolters et al., 2018; Baker et al., 2019; Li et al., 2019).
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2. Literature review

The study of mtDNA inheritance in Saccharomyces species is one of the most challenging
areas of genetic research. The first experiments started in the 1970s, but many questions have
remained unanswered to date (Williamson and Moustacchi, 1971). The investigation of mtDNA
inheritance is not only of interest for basic research, but several articles have also been published
in recent years that have linked the mitotype to industrially important traits such as resistance to
oxidative and dehydration stress, temperature tolerance and respiration rate (Solieri et al., 2008);
Albertin et al., 2013; Picazo et al., 2015; Baker et al., 2019; Li et al., 2019). However, these
experiments have been conducted with a small number of hybrids and therefore comprehensive
studies are still needed to learn what is the exact role of the mitotype in determining these
properties.

Mitotype has also been associated with hybrid sterility (Lee et al., 2008; Chou et al., 2010;
Jhuang et al., 2017). The most widely accepted explanation for hybrid sterility is that in
allodiploid hybrids, due to the different sequences, the homeologous chromosomes from different
parental species cannot align in meiosis I prophase, and thus meiosis cannot occur properly in
hybrids (Delneri et al, 2003; Charron et al., 2014). However, genome duplication is often
observed in Saccharomyces species i.e. their genomes can be duplicated, resulting in
allotetraploid hybrids. In allotetraploid hybrids, each chromosome has a homologous pair from
the same parent, so in these hybrids, there is no obstacle to meiosis (Banno and Kaneko, 1989;
Charron et al., 2019). However, in Saccharomyces species, the genes responsible for mating are
under the regulation of the MAT locus. Allotetraploid hybrids form allodiploid spores that are
heterozygous for the a and a alleles of the MAT locus. Transcription of the al and the a2 proteins
from these alleles results in the formation of the al-02 repressor, which prevents transcription of
genes responsible for conjugation. Therefore, allodiploid spores produced by allotetraploid
hybrids are unlikely to form F2 hybrids by conjugation (Pfliegler et al., 2012; Sipiczki, 2018).

Experiments by a Taiwanese research team suggest that hybrid sterility may also arise due to
cytonuclear incompatibility. To understand cytonuclear incompatibility, it is important to know
that some mitochondrial proteins are encoded in the nucleus and others in the mtDNA.
Cytonuclear incompatibility occurs when the chromosomes coding for mitochondrial proteins
and the mtDNA are from different species and the gene products encoded in the different

compartments cannot interact due to species specific allelic differences. As a result, hybrids may
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lose their ability to respire. This is important because Saccharomyces species lacking respiratory
capacity cannot enter meiosis and thus lose their ability to sporulate (Treinin et al., 1993;
Jambhekar and Amon, 2008; Lee et al., 2008; Chou et al., 2010).

In Saccharomyces species, the inheritance of the mitochondrial genome is biparental, meaning
that mtDNA molecules from both parents are transferred into the zygote (Birky, 1978; Dujon,
1981). However, after a few division cycles, only one type of mtDNA can be detected in the cells.
Experiments with interspecific hybrids initially suggested that hybrids derived from crosses
between two species always inherited the mtDNA of the same species (Marioni et al., 1999;
Pulvirenti et al., 2000; de Vero et al., 2003; Antunovics et al., 2005; Karanyicz et al., 2017).
However, subsequent research has shown that this is not always the case. When different strains
of the same two species are crossed with each other, the mitotype of the hybrids may differ
depending on the combination of strains (Verspohl et al., 2018).

The establishment of homoplasmy is gradual, but the exact mechanism is not yet known
(Albertin et al., 2013). One possible explanation is that only a few mtDNA molecules are
replicated and introduced into the progeny cells (Ling and Shibata, 2004). Alternatively, there is
evidence that different mitotypes may confer different growth capacities to cells, thus one of the

different mitotype subpopulations might outgrow the others (Hsu and Chou, 2017).
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3. Methods

3.1. Strains and hybridisation

Our aim was to generate a large number of interspecific hybrids and to study their mtDNA.
For this purpose, we crossed three S. cerevisiae and two S. uvarum auxotrophic strains, and
generated four hybrid groups which were named CU2, CU3, CU4 and CU6. Each hybrid group
contained 10-10 strains. The crosses were made by cross replica-plating auxotrophic parental
strains on minimal medium and then isolating the prototrophic colonies. By crossing the different
parental strains, we wanted to obtain information on whether the choice of parental strains
influences the mitotype of the hybrids.

Subsequently, forty additional hybrids (A1-40) were generated by crossing S. cerevisiae strain
10-170 and S. uvarum strain 10-522 in complete medium to obtain a more complete picture of
the hybrid mitochondrial inheritance from a given cross.

We also checked the success of hybridization by pulsed power gel electrophoresis: karyotyped
the hybrids to check whether the hybrids indeed contain the chromosome sets of both parental
species.

In a parallel experiment, our colleagues generated five interspecific triple hybrids by crossing

an S. uvarum x S. kudriavzevii double hybrid (I1/6) with the S. cerevisiae strain 10-170.

3.2. mtDNA analysis of hybrids

The mitotypes of the hybrids and spore clones were first examined by RFLP analysis of the
whole mitochondrial genome. First, mtDNA was isolated from the strains, which was then
digested with Haelll restriction endonuclease and the resulting fragments were separated by gel
electrophoresis. The mtDNA RFLP pattern (mitotype) of the hybrids were compared to the
parental patterns. Hybrids with RFLP patterns that did not match the pattern of either parent were
considered recombinant mitotypic hybrids.

Next, we examined the route of origin of certain mitochondrial genes in recombinant hybrids
and in spore clones. Following the protocols of previous publications (Lopez et al., 2003; Albertin
etal., 2013), we performed allele-specific PCR analysis of four mitochondrial loci (COX1, COX2,
COX3, ATPG). In cases of COX1, COX3 and ATP6 genes, the PCR products of the S. cerevisiae
and the S. uvarum alleles are of different sizes. The COX2 PCR product was digested with the

restriction enzyme Sfcl to distinguish the alleles by size.
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3.3. Testing hybrid fertility

The fertility of hybrids was first tested using an indirect method, the so-called random spore
analysis. The hybrids were kept for four days on sporulation medium, then the cell walls of the
ascospores carrying the spores were degraded with the enzyme Zymolyase-20T then the spores
were sonicated and spread on complete medium. After a few days, the colonies were replica-
plated on minimal and minimal media supplemented with either leucine or uracil. Since the S.
uvarum leu2 (encoding 3-isopropylmalate dehydrogenase) marker gene and the MAT locus are
located on the same chromosome, it is assumed that the leucine auxotroph spores lack the
chromosome carrying the S. uvarum MAT locus. As a result, the sterility barrier resulting from
the MAT heterozygosity is released and the spores regain fertility.

We have also tested the validity of our theory using tetrad analysis. During the tetrad analysis
a micromanipulator was used to separate the four spores in the ascus from each other. We
examined whether the spores could form colonies (spore clones) by mitotic divisions. Hybrids
were considered to be fertile if viable F2 spore clones could be isolated from F1 spore clones

after sporulation.

3.4. Growth test

The growth of hybrids and selected spore clones were tested at room temperature and at 37 °
C, on fermentable and non-fermentable (containing glycerol instead of glucose) complete media.
Energy is produced mainly by fermentation on fermentable medium, and exclusively by oxidative
phosphorylation on non-fermentable medium. On non-fermentable medium strains are therefore
unable to grow if they lack the ability to respire. During the growth tests a cell suspension of 0.2
optical density (ODso) was prepared from each strain and 15 pl of this suspension was pipetted

onto the above media. Growth test results were evaluated after six days.
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4. Results and discussion

When analysing the mitotype of S. cerevisiae x S. uvarum hybrids from different strain
pairs, we observed that CU6 hybrids derived from the 10-167 S. cerevisiae x 10-522 S. uvarum
cross all had S. uvarum, and CU2 hybrids derived from the 10-170 S. cerevisiae x 10-1651 S.
uvarum cross all had S. cerevisiae mitotypes. When strains 10-170 and 10-522 were crossed
with each other (hybrid groups CU4 and A), we obtained hybrids with S. cerevisiae, S. uvarum
and different recombinant mitotypes, we also observed a strain (CU4. 3) in which some of the
cells showed S. cerevisiae and some showed recombinant mitotypes. In the CU3 group (10-174
S. cerevisiae x 10-522 S. uvarum), we also found hybrids that had S. cerevisiae, S. uvarum and
recombinant mitotypes, as well as a heteroplasmic strain (CU3. 7). In the case of the trile hybrids,
the double hybrid parental strain from the 10-1651 S. uvarum x 10-1653 S. kudriavzevii cross
inherited S. kudriavzevii mtDNA, while the triple hybrids all showed S. cerevisiae mitotype after
crossing with S. cerevisiae 10- 170. These results show that the choice of parental strains strongly
influences the mitotype of the hybrids and that strains with different mitotypes pass on their
mitochondrial genomes with different efficiency.

When analysing the mitotype of the hybrids, we found the mitotype of strains CU3. 7 and
CUA4. 3 to be particularly interesting for the development of homoplasmy. The establishment
of homoplasmy is likely to be a gradual process, initially the cell culture probably consists of
subpopulations with different mitotypes. Previous research has suggested that this should be
understood as heteroplasmic and homoplasmic populations, but the CU4. 3 hybrid, consisting
of two subpopulations with different mitotypes, suggests that several homoplasmic
subpopulations may be present initially, one of which later outgrows the others (Albertin et
al, 2013). The CU4. 3 hybrid also provides evidence that the fitness of different mitotypic
subpopulations can be nearly identical under given conditions. The heteroplasmy CU3. 7
hybrid, on the other hand, demonstrates that homoplasmy does not always occur.

Among the 50 hybrids derived from the cross between S. cerevisiae strain 10-170 and S.
uvarum strain 10-522, 34 % of the hybrids had recombinant mitotypes. The recombinant hybrids
were divided into 8 recombinant groups (R1-R8) based on the RFLP pattern of their mtDNA.

We were interested to analyse which allele combinations the recombinant mtDNAs carry,
so we tested four mitochondrial genes by PCR: COX1, COX2, COX3, ATP6. The recombinant
hybrids all carried S. cerevisiae COX1 and S. uvarum COX2 and COX3 alleles, with some
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exceptions. In the case of the ATP6 allele, half of the recombinant hybrid groups (R1, R4, R6 R8)
had the S. cerevisiae allele and the other half (R2, R3, R5, R7) had the S. uvarum allele. These
results suggest that recombination probably occurs at non-random sites between the mtDNAs of
the two strains.

Growth studies have shown that mitotype has a significant influence on the the respiratory
capacity of hybrids at 37 ° C: hybrids with the same mitotype had similar growth ability. A total
of seven hybrids belonging to three recombinant groups (R2, R3, R7) lost their ability to respire
at high temperatures. This is probably due to the fact that the proteins encoded by the different S.
cerevisiae and S. uvarum alleles in the respiratory chain protein complexes are less efficiently
linked and therefore may break down more easily at high temperatures (He et al., 2016).

The hybrids that lost the ability to respire at 37 ° C all carried the S. uvarum ATP6 allele,
however, we also found hybrids with S. uvarum ATP6 allele that were able to grow at moderate
levels at high temperature on non-fermentable carbon source. Most of the hybrids with S.
cerevisiae ATP6 allele showed good respiratory capacity, but there were also some with poor to
moderate growth ability. This suggests that allelic variants of ATP6 have a strong influence on
the ability of hybrids to respire at high temperatures, but other factors are also involved. It is
likely that the genotype of the ATP8 and ATP9 mitochondrial genes is also important in this
respect.

When analysing the mitotype of spore clones, we observed that the mitotype is transmitted
unchanged in most spore clones compared to the parental hybrid. However, in a subset of the
spore clones, bands were lost from the RFLP pattern of the mtDNA. These spore clones also
lost their respiratory capacity and some of their mitochondrial marker genes. At least some
marker genes were not detectable by PCR reaction. These results indicate that the mtDNA
may undergo deletions during meiosis.

When looking at the hybrid sterility, we found that 98% of the hybrids were able to
produce viable spores regardless of their mitotype, this shows that cytonuclear incompatibility
did not prevent spore formation. The high number of viable spores suggests that the hybrids
were probably tetraploids. One hybrid was however; found that did not form
spores. This strain had a recombinant mitotype and was unable to respire, which is a requirement

for meiosis to occur (Treinin és mtsi., 1993; Jambhekar és Amon, 2008). Based on the available
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data, we cannot determine whether the loss of respiration is caused by a mitochondrial gene that
has lost function through recombination or by a mutation independent of recombination.

Using random spore analysis, we identified four hybrids that produced leucine auxotrophic
spores at a rate of nearly 30%. These hybrids most likely lost one of their MAT locus-bearing
chromosomes and thus regained fertility. The leucine auxotroph F1 spore clones lacked, as
expected, the S. uvarum MAT locus-bearing chromosome, while it was present in prototrophic F1
spore clones.

We also confirmed by tetrad analysis that these hybrids were indeed fertile, viable F2 spore
clones were successfully isolated from auxotrophic F1 spore clones. Fertility, i.e. the viability of
F2 spore clones, was also tested for three hybrids in addition to the hybrids that produced
auxotrophic spores at ~30% frequency: A2 (recombinant mitotype), A5 (S. uvarum mitotype), A7
(S. cerevisiae mitotype). These hybrids did not form viable F2 spore clones. Two of the four
hybrids had S. cerevisiae mtDNA, one was a recombinant hybrid and one had S. uvarum mitotype.
These results demonstrate that both S. cerevisiae and S. uvarum mitotype were compatible with
the nuclear genomes of the hybrids. However, the genomes of the hybrids we studied contained
chromosome sets from both parental species. This indicates, that cytonuclear incompatibility may
be more important in hybrids and spore clones which nuclear genomes have started to reduce,
meaning that their genome contains only either the S. cerevisiae or the S. uvarum orthologue of a

chromosome.
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5. List of new scientific findings

. Hybrid cultures can be composed of different mitotypic subpopulations.

. For the first time, we isolated a relatively large number of interspecific Saccharomyces

hybrids with recombinant mtDNA.

. Recombination is likely to occur at non-random sites between the mtDNA of the S. cerevisiae

and the S. uvarum strains we used.

. Similarly to intraspecific hybrids, recombination of the mtDNA often negatively affects the

respiratory capacity of interspecific hybrids at high temperatures.

. In most cases, the mtDNA is passed on unchanged from the parental hybrids into the spore

clones, but deletions during meiosis are relatively common.

. In most cases, the ability of the hybrids to sporulate was not affected by the mitotype.

. No mitonuclear incompatibility was observed between the nuclear genome and different

mitotypes (S. cerevisiae, S. uvarum, one of the recombinants).
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