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Elesztégombak hibridizaciés folyamatainak

vizsgalata.

1. Célkitiizés.

Munkank sordn a Saccharomyces genuszba tartozo
aszkuszos élesztdgombak harom fajanak segitségével (S.
cerevisiae - pékélesztd, borélesztd; S. uvarum; S. kudriavzevii)
vizsgaltuk a fajok kozotti keresztez6dés egyes aspektusait.
Ezen ¢élesztgombak laboratoriumi koriilmények kozott
keresztezhetok, valamint tanulmanyozasukhoz szamos bevett
vizsgalati modszer all rendelkezésre, igy kisérleteinkhez
idealis modellszervezeteknek bizonyultak.

A S. cerevisae x S. uvarum fajpar esetében mesterséges
hibridek eldallitasaval és ezek utddnemzedékeinek izolalasaval
a hibrid genomok generaciorol generaciora torténd valtozasait,
stabilizalodasat kivantuk tanulmanyozni, valamint célul tiztitk
ki a hibridek sterilitasa ill. ritkan jelentkez6 fertilitasa okanak
molekularis modszerekkel torténd tanulmanyozasat.

Tovabbi célkitlizésiink volt, hogy mind a S. cerevisae x S.
uvarum, mind a S. cerevisae x S. kudriavzevii fajparok
hibridjei segitségével tanulmanyozzuk a hibridekben ill. ivaros
utédnemzedékeikben végbemend genetikai valtozasok egyes

jellemzo fiziologiai tulajdonsagokra gyakorolt hatasat.
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2. Irodalmi el6zmények.

Az eukaridta szervezetek, kiilonosen a novények esetében a
fajok kozotti hibridizaciéo fontos evolucios szereppel bir,
gyakran eredményezi 0j, poliploid fajok létrejottét, melyek a
szliléfajok kozel teljes genomjaval rendelkeznek (pl. Bento,
2008). Az élesztégombak esetében ezzel szemben gyakori,
hogy az interspecifikus hibridek aneuploidok, a sziil6fajok
genomjanak csak egyes részeit tartalmazzak. Ezek kozott
el6fordulnak azonban kiilon fajnak tekintett, hibrid eredetii
taxonok, mint pl. a lager-sorélesztd (Saccharomyces
pastorianus) (Libkind et al., 2011). A részleges hibridek
mellett a boraszati Saccharomyces-€lesztok kozott ismertek
euploid, teljes hibridek is (pl. Sipiczki, 2008; Borneman et al.,
2011), melyekhez hasonlok laboratériumi koriilmények kozt is
eléallithatok és tanulmanyozhatok (pl. Antunovics et al.,
2005). igy a Saccharomyces-fajok az interspecifikus
hibridizacio  jelenségének tanulmanyozasara  kiilondsen
alkalmas modellszervezetek, mesterséges keresztezésiik soran
pedig jelentés elonyt jelent, hogy a hibridek sziiléi torzsei
ismertek, ellentétben a természetbdl izolaltakkal.

A fajok kozotti hibridizacionak fontos szerepe van a
iparilag jelent6s éleszt6torzsek létrejottében is - szamos
kiilonb6z6  steril  hibridet izolaltak mar fermentacios

koriilmények koziil Eurdpa-szerte (pl. Gonzalez et al., 2006;
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Lopandic et al., 2007; Sipiczki, 2008; Peris et al. 2012a-b).
Ujabban pedig a mesterségesen keresztezett élesztok ipari
felhasznalasanak kutatasara is egyre tobb példa akad (pl.
Bellon et al., 2013).

A fajok kozotti hibridizacio folyamatainak vizsgalata soran
a hibridek szaporodoképessége, fertilitasa fontos szereppel bir.
Az ¢élovilagban az egyes fajok kozott reproduktiv izolacios
barrierek mitkddnek, altalanosan megfigyelheto jelenség a pre-
ill. posztzigotikus izolacié (pl. Wolf et al., 2010; Maheshwari
& Barbash, 2011). A posztzigotikus izolacid altal elvalasztott
fajok hibridjei lehetnek életképesek, azonban ivaros
szaporodasra  képtelenek (emiatt evolucios  zsakutcat
jelenthetnek). Ugyanakkor abban az esetben, ha a hibrid
organizmus mitotikus szaporodasra képes, a sterilitas ellenére
is életképes populaciot hozhat létre, amint az pl. a
Saccharomyces genuszba tartoz6 élesztogombak esetében
ismert (ez a jelenség leginkabb a steril novények vegetativ
szaporodasaval analog) (Sipiczki, 2008; Morales & Dujon,
2012).

A posztzigotikus izolacid  jelentette akadaly
megkeriilésének egyik modja a poliploidizacié: a poliploid
(leggyakrabban tetraploid) hibrid eredetii fajokra szamos példa
ismert az élovilagban, elsdsorban a novények kozott (pl.

Hegarty & Hiscock, 2008; Schatlowski & Kdohler, 2012).
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Ugyanakkor az  azonos  genuszba  tartozd  fajok
keresztezOdésével 1étrejott élesztohibridekrdl ismert, hogy az
allotetraploidizaciot kovetden, bar képesek ¢letképes Fl1
meiotikus generacido létrehozasara, az utodjaik nagyrészt
sterilek. Igy - elsGsorban az aszkuszos élesztdk kozott -
megkiilonboztethetd egy F1 sterilitasi barrier, melynek
mechanizmusa nem volt ismert (Greig, 2009). Ez a sterilitasi
barrier azonban ritka esetekben atlépheté (pl. Antunovics,
2005). Az életképes és fertilis utdodgeneraciokkal rendelkezd
¢lesztohibridek segitségével lehetdség nyilik olyan, evolucios
szempontbol jelentds folyamatok tanulmanyozasara, mint pl.
az alloploid genomok nagymérvii valtozasai.

Munkank soran a Saccharomyces cerevisiae (boréleszto v.
pékélesztd) és a Saccharmyces uvarum (korabban S. bayanus
var. uvarum (Nguyen & Gaillardin, 2005)) nevii, leginkabb
hidegen erjesztett borokbdl ismert é€lesztdfaj mesterségesen
létrehozott  hibridjei és azok ivaros utodnemzedékei
segitségével vizsgaltuk az F1 sterilitasi barrier atlépésének
mechanizmusat, valamint a hibrid genomokban bekovetkezo
valtozasokat, modellezve igy a természetben is lezajlo
folyamatokat (Pfliegler et al., 2012).

Korabbi tanulmanyok megallapitottak, hogy az ivaros
szaporodasra képes hibridek utodaiban fokozatos genom-

stabilizacid ill. redukcié jatszodhat le, mely az alloploid
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genetikai  allomany egy részének elvesztésével jar (pl.
Antunovics, 2005). A természetes modon létrejott hibrid
eredetli torzsek esetén is megfigyelheté az alloploid genom
redukcidja ill. atrendezédése, valamint az introgresszio
jelensége, ezeknek a folyamatoknak pedig - a genom
ujrarendezése altal - jelentds hatasuk van az egyes
¢leszt6torzsek fiziologiai jellemzodire (pl. Naumova et al.,
2005; Lopandic et al., 2007; Belloch et al., 2009). Emiatt a
fajok kozotti hibridizacié folyamatanak vizsgalata nem csak az
evoluciokutatds szempontjabol, hanem az ¢élelmiszer-
mikrobioldgia és biotechnologia szamara is érdekes
eredményekkel szolgalhat.

A hibrid éleszték ivaros generacidiban fellépd genomszintii
valtozasok hatasat a torzsek fiziologiai tulajdonsagaira a mar
emlitett S. cerevisiae x S. uvarum, valamint az S. cerevisiae és
a S. kudriavzevii nevil faj hibridjei és azok utddai segitségével
vizsgaltuk, dsszehasonlitva oket a sziil6i torzsekkel, valamint a
természetbdl izolalt hibrid eredetii torzsekkel (Pfliegler et al.,
publikalas alatt).

Kisérleteink soran igy az élesztéfajok kozotti hibridizacio
jelenségét genetikai ill. evolicids szempontbol, valamint a
fiziologia ¢és az élelmiszer-mikrobioldgia szempontjabol is

vizsgalatnak vetettiik ala.
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3. Mdédszerek.
3.1. Torzsek és hibridizacio.

Munkank soran a természetbdl izolalt hibrideken kiviil
eltér6 auxotr6f mutaciokkal rendelkezé (azaz bizonyos
aminosavakat vagy nukleotidokat igénylG) sziiléi torzsek
keresztezésével allitottunk is eld hibrid torzseket. A
hibridekben a sziildi auxotr6f mutaciok nem jelennek meg
(prototrofok), ami  megkoOnnyiti izolalasukat minimal
taptalajon. Torzseinket fiziolodgiai (szénforrashasznositasi
képesség, hémérsékletérzékenység) és PCR-RFLP
modszerekkel is  megvizsgaltuk, bizonyitanddé  hibrid
mivoltukat, valamint kromoszomamintazatukat is analizaltuk.
Az ivaros szaporodasra képes hibrid torzsek sporait
mikromanipulator segitségével izolaltuk, az ¢életképes
sporakbol kinétt telepek jelentették az F1 nemzedéket
(hasonldan nyertiik az F2 nemzedéket a sporazni képes F1
torzsek aszkuszaibol, és igy tovabb). A Saccharomyces-fajok
aszkuszaiban altalaban 4-4 spoéra talalhato, ezeket egyiittesen
tetradként szokas emliteni. A tetradok tagjait betiikkel jeloltitk
(a-d). Valamennyi torzsilinket -70°C-on,
torzsgylijteményiinkben  taroltuk és mindig csak a
kisérletekhez sziikséges ideig tartottuk fenn taptalajon,

elkeriilendd genetikai megvaltozasukat.
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3.2. Fiziologiai vizsgalatok.

Torzseink szamos fizioldgiai tulajdonsagat (auxotrofia,
homérséklet-érzékenység, sporazoképesség, sporak
¢letképessége)  megvizsgaltuk az  életképesség  ill.
szaporodoképesség valtozasainak nyomonkovetésére. A
fiziologiai tulajdonagokra vonatkoz6 tanulmanyunk soran
(masodik tanulmany) a fenotipizdld6 microarray-talcak
segitségével nagyszamu kiillonbozo  korilmény  kozott
teszteltiik hibridjeinket, majd ezen el6zetes adatok alapjan a
legjelent6sebb  killonbségeket —mutaté  szénhidratokkal,
ozmotikus stresszorokkal és antibiotikumokkal végeztiink
részletes teszteket négy-négy ismétlésben, Gsszehasonlitva az
egyes sziléfajok, hibridek és utodtorzsek nodvekedésének
titemét. A kisérletek soran az élesztokkel beoltott kiillonb6zo
tapfolyadékokban az optikai denzitas (OD) valtozasat kovettiik
nyomon mikrotalca-leolvasd késziilék segitségével, 24 oras

1d6kozonként méréseket végezve 6 napon keresztiil.

3.3. Molekularis modszerek.

Torzseink  molekularis  karakterizalasara PCR-RFLP
(restriction fragment lenght polymorphism), AFLP (amplified
fragment lenght polymorphism) és RAPD-PCR (randomly
amplified polymorphic DNA) modszereket, valamint

interdelta-tipizalast hasznaltunk.
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Az RFLP-vizsgalatok soran kiillonb6z6 kromoszomakon
elhelyezkedd  gének  restrikcios  profiljat  elemeztiik
torzseinkben (a profilok a kiillonb6zé sziiléfajokban eltéroek
voltak). Emellett az un. parosodasi tipust meghatarozo
lokusztél a kromoszoman mindkét iranyban elhelyezked6
géneket is megvizsgaltunk ezzel a modszerrel, ezen lokusz
sorsanak a pontos nyomon kovetése érdekében.

A sterilitasi barrierre vonatkozé tanulmanyunk soran (elsé
tanulmany) két kiillonbo6zo, altalanosan hasznalt RAPD primer
segitségével végeztiik el a torzsek fingerprinting vizsgalatat,
valamint a csak a S. cerevisiae sziil6fajban megtalalhato un.
delta-szekvenciak valtozasait is nyomon kovettiik a hibridek
genomjaiban egy, az ezekre a genomban elszortan el6forduld
szekvenciakra tervezett primerpar segitségével. A fiziologiai
tulajdonsagokra  vonatkozé6  tanulmanyunkban  AFLP
vizsgalatokat végeztiink, a fragmentek analiziséhez az
automatizalt kapillaris-elektroforézis modszerét hasznalva.

A kromoszomak vizsgalatahoz CHEF-elektrokariotipizalast
(contour-clamped homogeneous electric field) végeztiink, ez a
modszer lehet6vé teszi a DNS-molekulak méretalapu
elvalasztasat agar6z gélben. Az elsé tanulmanyunkban a S.
cerevisiae-eredetll kromoszomavégek beazonositasdhoz az

elektrokariotipizalassal Osszekdtve Southern blot eljarast is
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alkalmaztunk egy olyan prébaval, mely ezen faj telomerjeihez

kotédik (az an. Y'-szekvencidhoz).

3.4. Eleszt6transzformacio.

A sterilitasi barrierre vonatkozé tanulmanyunkban egy
ujonnan tervezett primerpar segitségével a S. uvarum faj
parosodasi tipust meghatarozo lokuszat (MAT-lokusz) PCR-rel
amplifikaltuk, majd a pEVP11 nevli ¢élesztéplazmidba
klonoztuk. Az igy késziilt konstruktot hasznalva egy S.
cerevisiae-torzset transzformaltunk elektroporacio

alkalmazasaval.
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4. Eredmények és értékelésiik.

Munkank soran a S. cerevisiae és S. uvarum fajok hibridjeit
ill. azok utddnemzedékeit vizsgalva elsdsorban a S. uvarum
szllofajtol szarmazd szubgenomot érinté valtozasokat
mutattunk ki. A valtozasok érintették a RAPD-markereket,
valamint tobb kromoszomalis gént is. Ezek a valtozasok nem
kotodtek  kromoszomavesztésekhez. Az S.  cerevisiae
szubgenomban lényegesen kevesebb valtozast tapasztaltunk.
Minddssze néhany hibrid F1 nemzedékében bukkant fel az S.
uvarum faj auxotrof markere, ami az S. cerevisiae-eredetii allél
elvesztére utal. Emellett a cerevisiae-transzpozonokhoz
kothetd (és torzsidentifikdlasra is alkalmas) un. delta-
szekvenciakban mutatkoztak  kiilonbségek a  hibridek
utddaiban.

Az altalunk vizsgalt hibridek kozott eléfordultak steril
torzsek (feltételezhetéen allodiploidok), valamint olyanok is,
melyek  életképes meiotikus  utddokkal rendelkeztek
(allotetraploidok). Ez utdbbiak kozott gyakori volt az utdodok
sterilitasa, vagyis az F1 sterilitasi barrier megfigyelheté volt.
Egyes esetekben azonban az F1 nemzedékbe tartozo torzsek
kozott akadtak olyanok, melyek életképes utod-tetradokat
hoztak 1étre. A hibridek sterilitasanak ill. fertilitdsdnak
vizsgalata soran felderitettik az F1 sterilitdsi barrier

atlépésének okat ill. mechanizmusat. A kisérleteink soran tett
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legfontosabb felfedezés, hogy a hibrid élesztékben az egyik
szil6fajtol szarmazo, parosodasi tipust hordoz6é kromoszoma
elvesztésével alakulhat ki az ivaros szaporodas Oroklodo
képessége, vagyis az Fl-strerilitas altal jelentett barrier
attorhetd. Az élesztOk parosodasi tipusai a magasabb rendil
¢lolények ivaraival analogok, a kétféle parosodasi tipust a S.
cerevisiae fajnal a IIl. kromoszéman elhelyezkedd6 MAT
lokusz kétféle allélje hatarozza meg. A diploid sejtekben
mindkét allél jelen van, ezek a sejtek mas sejtekkel nem
parosodnak, meiozissal pedig sporakat hozhatnak létre. Az
eredményeink alapjan felallitott modelliink szerint a tetraploid
hibridekben a meidzis soran elveszhet az egyik MAT-lokuszt
hordozé kromoszoma, igy az a létrejovo aneuploid utdédokba
nem jut be. Emiatt ezekben a ritka esetekben a hibrid eredetii
F1 nemzedék tagjaiban egyetlen MAT-példany marad meg. igy
a kromoszomat vesztett torzsek sejtjei képesek a parosodasra,
ezaltal pedig a kozel-tetrapolid allapot visszaallitasara is.
Ennek kovetkeztében ezek a torzsek egyrészt képesek az
1varos szaporodasara, masrészt utddaik 1S
tovabbszaporodhatnak. Tanszékiinkoén igy els6ként irtunk le
egy olyan folyamatot, melynek soran fajok kozotti hibrid
¢lélények kromoszomavesztés altal valnak fertilissé.

A hibridek és utodaik fiziologiai valtozasaira, valamint a

genomi és fiziologiai valtozasok kapcsolatara iranyulo
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vizsgalataink keretében a kovetkezd kulcskérdésekre
kerestiink valaszt: (1) Hogyan valtozik a hibrid ¢élesztok
genomja az evoluciojuk soran? Az AFLP-eredmények
megmutattak, hogy egyik vagy mindkét szubgenomban diverz
valtozasok mehetnek végbe, illetve, hogy ezek a hibrid
genomok néhany generacio alatt allando koriilmények kozott
stabilizalodhatnak is. A természetes izolatumok nagyobb
valtozékonysagot mutattak a mesterségesen Iétrehozott
hibridekhez képest az AFLP-mintazatokat tekintve. (2)
Hogyan valtozik a hibrid éleszték fenotipusa az evoliciojuk
soran? Az altalunk Ilétrehozott és vizsgalt hibridek és azok
utédai bizonyos tulajdonsagokban feliil-, masokban pedig
alulmultak a sziiléknek hasznalt torzseket. A természetes
izolatumok kisebb valtozatossaggal birtak, ezek minden
bizonnyal evoliuciés nyomasra optimalizaltak genomjukat az
¢lohelyliikhoz. A cukrok felhasznalasanak képessége a
szllofajoktol fiiggott, mig az ozmotikus stressztiirés és az
antimikrobialis anyagok jelenlétében torténd novekedés esetén
nagyfokl variabilitast, Uj fenotipusok létrejottét is
megfigyeltik. (3) Milyen a vizsgalt torzsek biotechnoldgiai
felhasznalhatosaga? Egyes torzsek (S. kudriavzevii x S.
uvarum) jobban hasznositottak a raffindzt és a melibiozt, mint
a sziiloi torzsek, valamint ozmotikumok jelenlétében is

eléfordult, hogy a hibridek jobban néttek a sziiloknél. A
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kivanatos tulajdonsdgokkal bir6 torzseket a késébbiekben
érdemes lenne biotechnoldgiai szempontbdl egy kovetkezo
kutatisban alaposabban megvizsgalni. Igy genom- ¢és
expresszio-szinten tanulmanyozhat6 lenne a hibridek és azok
ivaros szaporodassal létrejott utddainak biotechnoldgiaban

val6 felhasznalhatosaga.
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Az 0j tudomanyos eredmények felsorolasa:

1. A posztzigotikus F1 sterilitdsi barrier megszlinhet a
parosodasi tipust meghatarozo lokuszt hordozé kromoszoma
elvesztésével, stabilan 06roklodo fertilitdst eredményezve a

hibridek utddaiban.

2. Az interspecifikus hibridek meiotikus utddgeneracidiban

genomatrendezddés torténik.

3. A vizsgalt természetbdl izolalt hibrid élesztétorzsekben is
kimutathatd nagyfoki genomialis redukcid, atrendezédés -
fiziologiai  tulajdonsagaik,  vélhetéen a  természetes
koriilményekhez val6é alkalmazkodas kovetkezményeként,

mégis kevésbé valtozatosak.

4. A hibridizacié soran a genomok atrendezddésének egyfajta
iranyultsaga van, a S. cerevisiae genom sok esetben stabilabb,

kevesebb valtozason megy keresztiil.

5. A hibridizaciét kovetéen végbemend genomialis valtozasok
kovetkezményekkel jarnak az utodtorzsek fenotipusaban,
valtozik a torzsek metabolikus aktivitasa, stressztiirése, tObb

esetben teljesen 01j fenotipusok megjelenése is tapasztalhato.
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Analysis of the hybridisation processes of

yeasts.

1. Aims.

During our study we investigated some aspects of the
interspecific hybridisation using 3 species of the ascomycetous
yeast genus Saccharomyces (S. cerevisiae - bakers' or wine
yeast; S. wuvarum; S. kudriavzevii. These yeasts can be
hybridised in artificial conditions, furthermore, there are
various established methods for the analysis of these
organisms, thus they proved to be ideal model organisms for
our experiments.

Using the S. cerevisae x S. uvarum species pair, we
constructed hybrids and isolated their offspring generations,
aiming to study the changes and stabilization of hybrid
genomes that occur during the formation of sexual
generations. Using molecular methods, our aim was also to
study the reasons behind the sterility and the rarely observable
fertility of hybrids.

We also designed experiments to investigate how the
genetic changes in the hybrids of the species pairs S. cerevisae
x S. uvarum and S. cerevisae x S. kudriavzevii and their

meiotic offspring affect some key physiological properties.
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2. Review of literature

Interspecific hybridisation is known to have an important
role in the evolution of eukaryotic organisms (mostly in that of
plants), often resulting in the formation of new, polyploid
species that incorporate the nearly-complete genomes of the
parent species (e.g. Bento, 2008). In contrast with this,
aneuploid hybrids are common among yeasts - these contain
only the partial genomes of the parents. Among these, there
are hybridogenous taxa regarded as separate species, e.g. the
lager brewing yeast (Saccharomyces pastorianus) (Libkind et
al.,, 2011). Among the Saccharomyces wine yeasts, euploid
complete hybrids are also known besides the partial ones (e.g.
Sipiczki, 2008; Borneman et al., 2011), the like of which can
also be produced and studied in laboratory environments (e.g.
Antunovics et al., 2005). Thus, the Saccharomyces species are
modell organisms particularly suitable for studying the
processes of interspecific hybridisation. Their artificial
crossing has the significant advantage that the parental strains
of the hybrids are known, in contrast with the natural ones.

Interspecific hybridisation also has an important role in
creating strains significant for the fermentation industry:
several different hybrid strains have been isolated from
fermentation environments across Europe (e.g. Gonzalez et al.,

2006; Lopandic et al., 2007; Sipiczki, 2008; Peris et al. 2012a-
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b). Additionally, more and more studies are focusing on the
industrial use of artificially crossed yeasts (e.g. Bellon et al.,
2013).

The reproductive capability, fertility of hybrids has a
significant role in the analysis of the processes of interspecific
hybridisation. Among all groups of organisms, reproductive
isolation barriers act between species, the phenomena of pre-
and postzygotic isolation are widely known (e.g. Wolf et al.,
2010; Maheshwari & Barbash, 2011). The hybrids of species
isolated by postzygotic mechanisms may be viable, but are
uncapable of sexual reproduction (generally, they mean an
evolutionary dead-end). In cases when the organism is able to
reproduce mitotically, it may establish a viable population
despite its sterilty, as known, for example, among the yeasts of
the genus Saccharomyces (this phenomenon is analogous to
the vegetative reproduction of plants) (Sipiczki, 2008; Morales
& Dujon, 2012).

One of the means of circumventing postzsgotic isolation is
polyploidization: polyploid (mostly tetraploid) hybridogenous
species are known from several examples, mainly from the
plant kingdom (e.g. Hegarty & Hiscock, 2008; Schatlowski &
Kohler, 2012). However, it is known that allotetraploid yeast
hybrids that originate from the crossing of two species

belonging to the same genus (even if they are capable of
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producing a meiotic F1 generation) behave else: their
progenies are mostly sterile. Thus, mostly in ascomycetous
yeasts, a second postzygotic sterility barrier, the F1 barrier is
acting, the mechanism of which was unknown (Greig, 2009).
In rare occasions, however, this barrier may be broken down
(e.g. Antunovics, 2005). Yeast hybrids with viable and fertile
offspring generations enable the study of evolutionarily
significant processes, such as the large-scale changes in
alloploid genomes.

During the course of our project, we examined the
mechanism of the break-down of the F1 sterility barrier and
the changes in the hybrid genomes using artificial hybrids of
the species Saccharomyces cerevisiae (bakers' yeast) and
Saccharmyces uvarum (which is mainly known from cold-
fermented wine musts and was formerly known as S. bayanus
var. uvarum (Nguyen & Gaillardin, 2005)), thus modelling the
natural processes occuring in yeast hybrids (Pfliegler et al.,
2012).

Earlier studies have concluded that in the filial generations
of fertile hybrids, a gradual genome stabilization and reduction
may take place, resulting in the loss of some parts of the
alloploid genome (e.g. Antunovics, 2005). In natural hybrids,
the reduction and rearrangement of the alloploid genome is

also observable, along with the phenomenon of introgression.
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By reshaping the genome, these processes have a significant
effect on the physiological properties of certain yeasts strains
(e.g. Naumova et al., 2005; Lopandic et al., 2007; Belloch et
al., 2009). This means that studying the process of
interspecific hybridisation may not only produce interesting
results in the study of evolution, but also in the fields of food
microbiology and biotechnology.

Using the aforementioned S. cerevisiae x S. uvarum
hybrids and hybrids of S. cerevisiae and another species, S.
kudriavzevii, we studied the effects of genome-scale changes
on the physiological properties of the strains, comparing them
to their parent species and to hybrid strains isolated from
natural environments (Pfliegler et al., under publication).

Thus, during our work, we examined the phenomenon of
interspecific hybridisation from an evolutionary and genetic,
and also from a physiological and food-microbiological

viewpoint.
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3. Methods.
3.1. Strains and hybridisation.

During our experiments, along with natural hybrids, we
also used artificial ones created by hybridising parental strains
which possessed different auxotrophic mutations (these
mutants require certain amino acids or nucleotides). In
hybrids, these auxotrophies are not apparent in the phenotype
(they are prototrophs), whic enables the quick selection of
hybrids on minimal medium. Our strains were tested
physiologically (utilization of carbon sources, temperature
sensitivity) and with PCR-RFLP methods to prove their hybrid
origins and their chromosomal composition was also analysed.
We isolated the spores of the strains that were capable of
sexual reproduction using a micromanipulator and the colonies
grown from viable spores were used as F1 generations
(similarly, we isolated the F2 generation from asci of F1
strains that were capable of producing spores, and so on).
There are usually 4 spores in each ascus of Saccharomyces
yeast species, which together are referred to as a tetrade. We
designated the members of a given tetrade with letters (a-d).
Every strain was conserved at -70°C in our strain collection
and they were kept on solid medium only for as long as
needed for the experiments, to prevent them from

accumulating genetic changes.
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3.2. Physiological tests.

Numerous physiological properties of our strains have been
tested (auxotrophy, temperature-sensitivity, sporulation
capability) to tract changes in viability and fertility during the
meiotic generations. During our study about phenotype
changes in meiotic generations of hybrids (second study), we
used phenotyping microarray plates to test our strains under a
large number of different conditions, than we conducted
detailed experiments (in quadruplicates) using the carbon
sources and osmotic stressors that showed the most significant
differences in the preliminary experiments. Thus we compared
the growth rates of the parent species, hybrids and their
offspring. For these analyses, the changes in the optical
density (OD) were tracked in fluid media inoculated with the
yeast strains using a microplate reader. Measurements were

carried out every 24 hours for a period of 6 days.

3.3. Molecular methods.

For the molecular characterisation of our strains, PCR-
RFLP (restriction fragment lenght polymorphism), AFLP
(amplified fragment lenght polymorphism) and RAPD-PCR
(randomly amplified polymorphic DNA) methods were used,

as well as the so-called interdelta genotyping.
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During the RFLP experiments, restriction profiles for
several genes located on different chromosomes were analysed
(the profiles were different in the parent species). This method
was also used for testing genes located on both sides of the
chromosome bearing the so-called mating type locus, to track
the fate of this locus in our strains.

In the course of our study concerning the sterility barrier
(first study) we used two different, widely used RAPD primers
to conduct fingerprinting analysis on our strains. We also
tracked the changes in the hybrid genomes affecting the so-
called delta sequences (these sequence were only present in
the S. cerevisiae parent species) by using a primer pair specific
to these sequences. In our study about physiology of yeast
hybrids (second study) we conducted AFLP-analysis on our
strains, applying automated capillary electrophoresis to study
the fragments produced.

Chromosomes were studied using CHEF-
electrokaryotyping (contour-clamped homogeneous electric
field). This method allows the separation of DNA molecules
based on thir size in agarose gel. In our first study, we used
electrokaryotyping along with Southern blotting to identify S.
cerevisiae chromosome ends using a probe specific to the so-

called Y' telomeric sequences of this species.
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3.4. Yeast transformation.

In our study about the sterility barrier, a newly designed
primer pair was used to amplify the mating type locus (MAT
locus) of the S. uvarum species with PCR, than this product
was cloned into a yeast plasmid (pEVP11). The construct was

used to transform a S. cerevisiae strain using electroporation.
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4. Results and discussion.

In our study we detected changes in the S. cerevisiae x S.
uvarum hybrids and their filial generations mainly affecting
the S. wvarum subgenome. The genomic changes were
observed in the RAPD-markers and also several chromosomal
genes. These changes were not linked to chromosome-scale
alterations. We detected much less changes in the S. cerevisiae
subgenome. Only in a handful of hybrid F1 generations was
the auxotrophic marker of S. uvarum found, suggesting the
loss of the S. cerevisiae allele. In addition, differences in the
offspring of hybrids were detectable in the so-called delta
sequences, which are linked to transposons (and are used in
strain fingerprinting).

Among the hybrids analysed in our study we could detect
sterile ones (probably allodiploids) and strains that could
produce viable meiotic offspring (allotetraploids). Among the
latter, the sterility of the F1 strains was common, the F1
sterility barrier was observed. In same cases, however, F1
strains with viable offspring tetrades could also be detected.
During the examination of hybrid sterility and fertility, we
managed to uncover the cause and mechanism of the break-
down of the F1 sterility barrier. The most interesting discovery
of the experiments is that in the hybrid yeasts, the loss of a

chromosome of one parent species that bears the mating-type
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determining locus results in the heritable ability for sexual
reproduction, meaning that the F1 sterility barrier can be
broken down. The mating types of yeasts are analogous to the
genders of multicellular organisms, and the two different
mating types are determined by the two alleles of the MAT
locus on the chromosome I1I. in S. cerevisiae. In diploid cells,
both alleles are present, these cells do not mate with others,
but can produce meiotic spores. According to our model
erected using our experimental results, in tetraploid hybrids,
the MAT-bearing chromosome of one parental species may be
lost in meiosis, meaning that it will be missing in the
aneuploid offspring. In these rare events, the strains of the
hybrid F1 will possess only one MAT-copy. The result of this
chromosome loss is that these strains will be capable of
pairing (being hemizygous for MAT) and restoring the near-
tetraploid state. This means that these strains and even their
offspring are capable of sexual reproduction. Thus, according
to our knowledge, we were the first to describe a process when
interspecies hybrids become fertile by the loss of a
chromosome.

In our project concerning the physiological changes of the
hybrids and their filial generations, and the connections
between genomic and physiological changes, we aimed to

answer 3 key questions: (1) How does the genome of hybrid
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yeasts change during the course of their evolution? The results
of the AFLP analysis have showed that in one or both
subgenomes, diverse changes may happen. Also, these hybrid
genomes may also be stabilized in a few generations under
unvarying conditions. The natural isolates showed a higher
level of diversity compared to the artificial hybrids in the
AFLP-patterns. (2) How does the phenotype of hybrids change
if they reproduce sexually? The artificial hybrids and their
offspring exceeded their parent strains in some properties,
whereas in others they showed a reduced growth capability.
Interestingly, the natural isolates showed less diversity, these
very probably have already optimised their genomes during
their evolution to the environment they were isolated from. (3)
What characterises the biotechnological usability of the strains
analysed? The capability of assimilating different sugars
depended on the parent species, whereas regarding the osmotic
stress tolerance and growth rates in the presence of
antimicrobial substances, a high degree of variability and
novel phenotypes were detected. Some strains (e.g. S.
kudriavzevii x S. uvarum) showed an improved utilisation
capability regarding raffinose and melibiose, and also some
hybrids were found to grow better at osmotic stress conditions
than their parents (S. cerevisiae x S. uvarum and S. cerevisiae

x S. kudriavzevii). It would be interesting to study the strains
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with potential biotechnological value more thoroughly in
another project. Thus, the biotechnological usability of hybrid
strains and their meiotic offspring could be studied on the

level of genome and gene expression.
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List of novel scientific results:

1. The postzygotic F1 sterility barrier can be broken down by
the loss of the chromosome that bears the mating type locus,
resulting in a stabilly heritable fertility in the offspring of the
hybrids.

2. Genome rearrangement takes place in the meiotic filial

generations of interspecific hybrids.

3. In the natural hybrids analysed, a notable genome reduction
took place, however, their physiological diversity was less
significant, probably because of adaptations to the natural

environment.

4. Directional changes are traceable in the hybrid genomes: in
most cases, the S. cerevisiae genome is more stabile and it is

less affected by changes.

5. The genomic changes following the hybridisation also affect
the physiological properties of filial strains. The metabolical
activity and stress tolerance are affected by these changes, and

also, completely novel phenotypes may arise.
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