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1. Bevezetés és Célkitiizés

A Saccharomyces nemzetségbe tartozé fajok kozé tartoznak a legfontosabb bor- és
sorélesztok, valamint a genetikai kutatasok egyik legfontosabb modell szervezete, a
Saccharomyces cerevisiae is (de Vries és mtsi., 2019). A Saccharomyces fajok ezenkivil értékes
modellként szolgélnak az interspecifikus hibridizacidval foglalkozd kutatdsok szamaéra is (de
Vries és mtsi., 2019). Biologiai értelemben a faj populaciok azon csoportjat jelenti, amelynek
tagjai sikeresen képesek egymas kozétt szaporodni és mas ilyen csoportoktdl reproduktivan
izolalodtak (Mayr, 1940). A Saccharomyces fajokat poszt-zigotikus barrier valasztja el
egymastél, ami azt jelenti, hogy képesek egymassal interspecifikus hibrideket létrehozni, viszont
a hibridek sterilek (Pfliegler és mitsi., 2012). Szdmos laborhoz hasonl6an a Genetikai és
Alkalmazott Mikrobiol6giai Tanszéken is évek Ota folyik az interspecifikus Saccharomyces
hibridek genetikai kutatasa. A tanszéken folyo korabbi kutatasok jelent6sen hozzéjarultak a
hibridsterilitas hatterében allé6 molekularis folyamatok, valamint a hibridgenomban végbemend
valtozasok megértéséhez (Pfliegler és mtsi., 2012; Karanyicz és mtsi., 2017). A vizsgélatok
azonban eddig nem terjedtek ki a mtDNS hibridsterilitashban betoltott szerepére.

Mara mar sok ismeretlink van az interspecifikus hibridek nuklearis genomjaban lezajlé
folyamatokrol, viszont a mitokondrialis genom 06roklédésével kapcsolatban még szamos
megvalaszolatlan kérdés all a tudomany eldtt. Az utdbbi években egyre tobb publikacio jelent
meg, amely a hibridek mitokondrialis DNS-ét (mtDNS) 6sszefiiggésbe hozta a sterilitassal és
szdmos borészati szempontb6l fontos tulajdonsaggal (Lee és mtsi., 2008; Chou és mtsi., 2010;
Albertin és mtsi., 2013; Picazo és mtsi., 2015; Baker és mtsi., 2019; Li és mtsi., 2019). Ezért a
mitokondrialis 6rokl6dés megértése nem csak az alapkutatdsok sz&méara érdekes, de az ipar
szdmara is hasznos lehet. A Saccharomyces fajok esetében a mtDNS a legtobb eukariota
¢lélénnyel ellentétben biparentalisan 6roklodik: a zigétaba bekeriil mindkét sziiléi faj
mitokondridlis genomja, viszont néhany osztddasi ciklus utdn mar csak az egyik fajra jellemz6
mtDNS mutathat6 ki a hibridekben (Birky, 1978; Dujon, 1981). Még nem tudjuk viszont, hogy
mi hatarozza meg, hogy melyik sziil6i faj mtDNS-e fixalodik a hibridekben.

Munkank soran 79 interspecifikus Saccharomyces cerevisiae X Saccharomyces uvarum hibrid

és szamos sporaklon mitotipusat® megvizsgaltuk annak érdekében, hogy tagabb képet kapjunk a

L A mitotipus definicié szerint mitkondrialis haplotipust jelent, amelyet a jelen dolgozatban a mtDNS

restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (RFLP) analizisével vizsgaltunk.



mitokondrialis 6roklddés folyamatarol. A mitokondrialis Sroklodéssel foglalkozo kutatasok
jelentés részét ugyanis kisszamt hibriddel végezték. Kivancsiak voltunk arra is, hogy a
mitotipusnak milyen szerepe van a hibridek sterilitdsanak kialakitasaban. Meg szerettiik volna
tovabba tudni, hogy a mtDNS valtozatlanul adddik-e tovabb a spéraklonokba vagy bizonyos
valtozasokon keresztlilmegy a meidzis soran. Ezenkiviil a mitokondrialis 6roklédést szintetikus

S. uvarum x S. kudriavzevii x S. cerevisiae harmashibridekben is megvizsgaltu



2. Irodalmi attekintés

2.1. A Saccharomyces nemzetség

2.1.1. A Saccharomyces fajok szerepe az iparban és a kutatasban

A legfontosabb bor- és soréleszt6 fajok a Saccharomyces nemzetségbe tartoznak. A S.
pastorianus és a S. cerevisiae a legelterjedtebb sorélesztd, mig a S. uvarum, a S. bayanus, a S.
cerevisiae és a S. paradoxus a boraszatban szamit népszerti fajnak (Garcia-Rios és mtsi., 2019;
de Vries és mtsi., 2019). S. kudriavzevii torzseket eddig leggyakrabban novények felszinérdl
izolaltak (Sampaio és Goncalves, 2008; Erny és mtsi., 2012). Erdekesség azonban e fajjal
kapcsolatban, hogy boraszati kornyezetb6l valo izolaldsok sordn magét a térzset nem, viszont
genom-részleteit szamtalan izolatumban talaltdk meg, féleg S. cerevisiae genom mellett
(Bradbury és mtsi., 2006; Lopandic és mtsi., 2007; Borneman és mtsi., 2012). Emellett a
kiilonboz6 Saccharomyces fajok interspecifikus hibridizaldsa lehet6vé teszi olyan torzsek
létrehozéasat, amelyek (j izvilagot adnak a boroknak, tovabba jobb fermentacios kepesseggel
és stressztiiréssel rendelkeznek (Ranieri és mtsi., 1999; Gonzales és mtsi., 2007; Bellon és
mtsi., 2011; Libkind és mtsi., 2011; Bellon és mtsi., 2018).

A S. cerevisiae mindezek mellett a genetikai kutatdsok egyik legfontosabb modell
szervezete. Felhasznaljak az dregedés, a génexpresszio szabalyozas, a jelatviteli Gtvonalak, a
sejtciklus, az anyagcsere, a neurodegenerativ betegségek és még szamos biolégiai folyamat
tanulményozésara (Nasheuer és mtsi., 2002; Brocard-Masson és Dumas, 2006; Hohmann és
mtsi., 2007; Miller-Fleming és mtsi., 2008; Biddick és Young, 2009; Murakami és
Kaeberlein, 2009). A S. cerevisiae-ben valosziniileg megtalalhaté a human betegségekkel
Osszefliggésbe hozott gének mintegy 30%-anak az ortologja, ami lehet6vé teszi, hogy a S.
cerevisiae-t modell szervezetként hasznalva megértsiik ezeknek a géneknek a miikodését
(Bassett és mtsi., 1996; Foury, 1997).

A S. cerevisiae fontos modellként szolgal a mitokondridlis betegségekkel foglalkozd
kutatasok szaméra is. A mitokondriumok nem megfelelé energiatermelése szamos human
betegség kivaltd oka, amelyek elsésorban az idegrendszert (pl. Leigh-szindroma), az
izomszerveket (mitokondrialis miopétidk) és a sziv mikodését (mitokondridlis
kardiomiopétia) érintik. Ez valdszinlileg azzal magyarazhato, hogy ezeknek a szerveknek a
legnagyobb az energiaigénye. A mitokondriumok miikodéséhez szamos bioldgiai folyamat
megfelel§ végbemenetele szlkséges: a mtDNS replikacidja és stabilitdsa, az oxidativ

foszforilacio fehérjekomplexeinek Osszeszerelédése ¢és miikodése, a mitokondrialis



fehérjeszintézis, a mitokondrialis tubulusok struktirajanak fenntartasa, valamint a
mitokondrialis héalézat megfeleld dinamikajanak biztositasa. Gyodgyszerfejlesztés
szempontjabol fontos azoknak a mutécidknak az azonositasa és patomechanizmusanak
feltarasa, amelyek a fent emlitett folyamatokhoz sziikséges fehérjék funkciovesztését vagy
hibas mikddését eredményezik. A human és az élesztd gének kozotti nagyfokt szekvencia-
hasonlosagnak koszonhetéen a S. cerevisiae sz&mos esetben hozzasegitette a tudomanyt
ezeknek a mutacidknak a megismeréséhez. Mivel az in vitro sejtkultirdk mtDNS-nek
genetikai modositdsa még mind a mai napig koriilményes, a S. cerevisiae tovabbra is vezetd
szerepet tolt be a mtDNS patoldgias mutécidinak vizsgalataban (Rinaldi és mtsi., 2010).

A Saccharomyces fajok jo modellként szolgalnak a genom-hibridiz&ciéval, kromoszéma
szegregacioval és aneuploiditassal kapcsolatos kutatdsok szdmara is, ugyanis a kromoszémak

s

a meidzis soran (Chambers és mtsi., 1996; Liti és mtsi., 2006; de Vries és mtsi., 2019).

2.1.2. Rendszertani attekintés

A Saccharomyces genusz az Ascomycota tbrzs Saccharomicotina altdrzsének
Saccharomycetes osztalyaban levé Saccharomycetales rend Saccharomycetaceae csaladjaba
tartozik (Suh és mtsi., 2006). A Saccharomyces-ek taxondmiaja sok valtozadson ment keresztul
az évek sordn. Korabban tobb fajt soroltak a nemzetségbe, amelyeket két csoportra osztottak.
A sensu stricto csoportba az egyméashoz evoluciosan kozel all6, mig a sensu lato csoportba az
evolulcidsan korabban elvalt fajok tartoztak (Vaughan-Martini és Martini, 1987; Barnett és
mtsi., 1990; Vaughan-Martini és Martini, 1998; Pulvirenti és mtsi., 2000; Naumov és mtsi.,
2000a; Wang és Bai, 2008). A sensu lato csoport tagjait késObb atsoroltdk mas
nemzetségekbe, majd felfedeztek két tovabbi fajt, amelyeket a Saccharomyces nemzetségbe
soroltak (Kurtzman, 2003; Libkind és mtsi., 2011; Naseeb és mtsi., 2017). Jelenleg 10 faj
tartozik a genuszba: S. arboricolus (S. arboricola), S. cerevisiae, S. kudriavzevii, S. mikatae,
S. paradoxus, S. uvarum (S. bayanus var. uvarum), S. eubayanus, S. jurei, S.
pastorianus/carlsbergensis, S. bayanus (S. bayanus var. Bayanus) (Libkind és mtsi., 2011,
Vaughan-Martini és Martini, 2011; Naseeb és mtsi., 2017). Ezek koziil az els6é nyolc , tiszta”
vagy ,.természetes” fajnak, mig a S. pastorianus és a S. bayanus hibrid fajoknak szdmitanak
(Vaughan-Martini és Martini, 2011). A S. pastorianus a S. cerevisiae és a S. eubayanus
hibridizaciojanak eredményeként keletkezett (Dunn és Sherlock, 2008; Monerawela és Bond,
2018). A S. uvarum-ot kezdetben az S. bayanus alfajanak tekintették, de kés6bb a molekularis

genetikai és genomikai vizsgalatok kimutattdk, hogy a S. uvarum jol elkiilonitheté a S.



bayanus-tol. Kiderilt, hogy a S. uvarum egy tiszta, mig a S. bayanus egy hibrid faj, amely
genomja 67%-ban S. uvarum, 33%-ban S. eubayanus eredetet mutat, de S. cerevisiae
szekvencidk is kimutathatbak benne, ezért feltehet6en ennek a harom fajnak a
hibridizéacidjaval jott létre (Nguyen és Gaillardin, 2005; Libkind és mtsi., 2011; Nguyen és
mtsi., 2011; Alsammar és Delneri, 2020). A Saccharomyces fajok csaladfaja az 1. abran
Iathato.

Saccharomyces paradoxus NRRL Y-17217NT

0.02 Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-1 2632NT
Saccharomyces jurei NCYC39477
Saccharomyces mikatae NRRL Y-273417

72 Saccharomyces arboricola CBS 106447

Saccharomyces kudriavzevii NRRL Y-273397

51| Saccharomyces bayanus NRRL Y-1 26247
100[ Saccharomyces pastorianus NRRL Y-27171NT
54| Saccharomyces eubayanus PYCC 61 487
Saccharomyces uvarum NRRL Y-17034"
/ Naumovozyma castelli CBS 43097

1. dbra. A Saccharomyces fajok csaladfaja, amely a fajok rDNS szekvenciainak
Osszehasonlitasa alapjan készilt (Naseeb és mtsi., 2017). A csomédpontoknal feltlintetett
szamok a bootstrap értékek, a bootstrap analizis a térzsfa megbizhatdsaganak statisztikai

prébaja. Minél kdzelebb vannak az értékek a 100-hoz, annal megbizhatobb a filogenetikai

fa. A skala a fajok kozotti divergencia mértékére ad informaciot.

A Saccharomyces-ek rendszertani besorolasat neheziti, hogy a ,,faj” fogalmanak kiilonboz6
értelmezései vannak. Bioldgiai értelemben a faj a populaciok azon csoportjat jelenti,
amelynek tagjai sikeresen képesek egymas kozott szaporodni és mas ilyen csoportoktol
reproduktivan izolalédtak (Mayr, 1940). Ez alapjan két adott Saccharomyces tdrzs akkor
tartozik egy fajba, ha az altaluk létrehozott hibridek spérainak tébb mint 1%-a életképes
(Naumov, 1987). Filogenetikai értelemben a faj éldlények egy monofiletikus csoportjat
jelenti, amelynek tagjai olyan molekularis jellegeket hordoznak, amelyek egy kozos 6stol
szarmaznak (Moore, 2011). A filogenetikai vizsgalatok evollcidsan konzervativ gének vagy
nem-kodolé kromoszéma szegmensek szekvencidinak 6sszehasonlitasaval torténnek. A

Saccharomyces torzsek filogenetikai analiziséhez altaldban a 25S rRNS gén D1 és D2



doménjét, valamint az rRNS gének kozott elhelyezkedd ITS szekvenciakat hasznaljak (Vu és

mtsi., 2016).

2.1.3. A nemzetség altalanos jellemzése

A Saccharomyces fajokra ellipszoid alakd, 2-8 um atméréji sejtek jellemzdek, amelyek
ivaros és vegetativ szaporodasra is képesek (Vaughan-Martini és Martini, 1998). Az ivartalan
szaporodas sarjadzassal, az ivaros szaporodas pedig aszkospéra-képzéssel torténik [2. abra].
Néhany torzsnél megfigyelhetéek alhifak, de valddi hifat a genusz egyetlen faja sem képes
létrehozni (Kron, 1997).

2. dbra. Pasztazé elektronmikroszképpal késziilt képek a S. cerevisiae-rél: (a) vegetativan
szaporodé sejtek; (b) spéraképzés soran létrehozott aszkusz (Coluccio és Neiman, 2004). A

méretvonalak 1 pm-nek felelnek meg.

Genomjuk &ltaldban 16 kromoszomat (szdmozas I-XVI) tartalmaz, amelyek mérete eltérd
a kiilonbozo fajok kozott [3. abra] (Johnston és Mortimer, 1986; Zolan, 1995; Coddn és mtsi.,
1998; Masneuf és mtsi., 1998; Fisher és mtsi., 2000). Ez 4ltalaban lehet6vé teszi a fajok
kariotipus alapjan torténé azonositasat, viszont a fajon beluli kromoszémahossz
polimorfizmus miatt ez nem mindig lehetséges (Naumov és mtsi, 1992; T6rok és mtsi, 1993).
Genomjukban gyakran torténik spontan mutacioé és mitdtikus rekombinacio, ami jelentdsen
hozzéjarul a torzsek kozott megfigyelhetd nagyfoka genetikai variancia kialakitasahoz
(Rainieri, 2003).
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3. &bra. Néhany Saccharomyces genuszba tartozo faj pulzal6 eréterti gélelektroforézissel
készitett kariotipusa (Fischer és mtsi., 2000 alapjan). A kromoszomak jeldlése 1-t61 XVI-ig,
a S. cerevisiae nomenklatdra alapjan tortént. A hasonlé mérettel rendelkezé kromoszomak
nem valaszthatok el egymastol, ilyen esetekben a kromoszomakat jelolé savok intenzitisa

magasabb.

2.1.4. A Saccharomyces fajok hémérséklet-toleranciaja

A hémérséklet az alkoholos fermentaciok egyik legfontosabb paramétere, befolyasolja a
fermentacio ratajat és idétartamat, valamint a masodlagos metabolitok termelését, amelyek
meghatarozoak a bor mindsége szempontjabol (Lafon-Lafourcade, 1983; Fleet és Heard,
1993). A borok fermentécidja altalaban 10-15 °C-on torténik, mert ez a hdmérséklet kedvez6
az illékony izanyagok termeléséhez és megtartasahoz (Torija és mtsi., 2003; Molina és mtsi.,
2007).

AS. cerevisiae-nek és a S. uvarum-nak jelentésen eltér a hGmérsékletigénye. Az optimalis
hémérséklet a S. cerevisiae novekedése szamara 32 °C koriil van, alacsony hémérsékleten
lassabb a ndvekedési rataja, aminek negativ hatasa van a fermentaciora nézve (Bisson, 1999).
Ezzel ellentétben a S. uvarum az alacsonyabb hémérsékletet kedveli, magasabb
hémérsékleten, 34-35 °C felett nem képes ndvekedni (Vaughan-Martini és Martini, 1993;
Gongalves és mtsi., 2011; Salvadé és mtsi., 2011). A S. uvarum-on kivil az alacsony

hémérséklet kedvez még a S. kudriavzevii és a S. eubayanus névekedése szamdra is, viszont



a kriotolerans fajok alkohol-toleranciaja elmarad a S. cerevisiae mellett (Arroyo-Lopez és
mtsi., 2010; Gongalves és mtsi., 2011). Borbdl a kriotolerans fajok kozil eddig egyedill a S.
uvarum-ot izolaltdk, viszont a masik két faj is értékes lehet a borkészités szempontjahol,
hiszen a S. cerevisiae-vel keresztezve Oket 1étrejohetnek olyan hibridek, amelyek mindkét
sziiléi faj el6nyds tulajdonsagait hordozzak: széles hémérséklet-tartoméanyban vald
ndvekedési képesség és jo alkohol-tolerancia (Belloch és mtsi., 2008; Gamero és mtsi., 2013;

Alonso és mtsi., 2017; Origone és mtsi., 2018).

2.2. A S. cerevisiae jellemzése

2.2.1. A S. cerevisiae genetikai jellemzése

Az eukariotak koziil elsének a S. cerevisiae-nek szekvendltak meg a teljes genomijét.
Bioinformatikai vizsgalatok 5000-6000 fehérje kodold gént jésolnak. Ezenkivil mintegy 140
rRNS gén talalhat6 tandem elrendezésben a XII. kromoszéman, 40 kis nuklearis RNS gén
szétszorva a XVI. kromoszdman és 275 tRNS gén a genom kiilonb6z6 pontjain. A S.
cerevisiae genomjara kompaktsag jellemzd, a teljes genomszekvencia kb. 70%-a géneket
kodol, valamint a fehérje kdédolé géneknek csak kb. 4%-a tartalmaz intronokat. A 16
kromoszoéma koziil soknal megfigyelhet6 GC bazisokban gazdag és szegény domének
véltakozasa (Goffeau és mtsi., 1996). Tobb kutatasi eredmeény is arra utal, hogy a GC gazdag
régioknal nagyobb eséllyel torténik rekombinacié (Eyre-Walker, 1993; Gerton és mitsi.,
2000). A négy legkisebb kromoszéma (I, 111, VI, 1X) rekombinécios gyakorisaga 1.3-1.8-szor
nagyobb, mint ami a teljes genomra jellemz6 (Kaback és mtsi., 1989). Ennek az lehet az oka,
150 kb-nal kisebb, mesterségesen 1étrehozott kromoszémakra mitotikus instabilitas jellemz6,
valamint a replikacid és a meiozis sikeressége nagymértékben fiigg a rekombinaciés
folyamatoktdl (Hieter és mtsi., 1985; Murray és mtsi., 1986; Sherratt és mtsi., 2004). Az I-es
kromoszdma struktaraja is erre utal: a kromoszéma két végén 1év6 31 kb-nyi szakaszokon
alig talalhat6ak gének, mintha csak az lenne a funkcidja ennek a két régionak, hogy névelje a

kromoszOma méretét és ezaltal a stabilitasat (Bussey és mtsi., 1995; Goffeau és mtsi., 1996).

2.2.2. A Saccharomyces cerevisiae életciklusa és ivaros szaporodasa
Megfeleld tapanyag-ellatottsag mellett a sejtek szama kb. 90 percenként a dupléjara né. A
S. cerevisiae mitétikus sejtosztodasa sarjadzassal torténik, ami végbemehet haploid és diploid

allapotu sejtekben is, habar a sejtek a diploid allapotot részesitik elonyben. A mitoétikus



sejtciklus konzervalt az eukariotak kdrében, G1, S, G2 és M fazisbdl all. G1 fazisban a sejtek
novekednek és felkésziilnek az S fazisban végbemend DNS replikaciora, G2 fazisban tovabb
folytatodik a novekedés, valamint a sejtek el6késziilnek magara a mitézisra (M fazis)
(Herskowitz, 1988).

Bizonyos kornyezeti tényezok hatdsara, mint példaul a tapanyaghiany a sejtek G1 fazisban
felfiiggesztik a sejtciklust, amig a tapanyagok tjra elérhetévé nem valnak. A haploid sejtek
ellenkezd parosodasi tipusu sejtek jelenlétében is megallnak a G1 fazisban, hogy egymassal
fazionalva diploid zigotat hozzanak létre. A diploid sejtek nem képesek maés sejtekkel
parosodni, viszont kornyezeti stresszfaktorok hatasara meidzissal négy haploid, stresszel
szemben ellenallé aszkospodrat képeznek, amelyek egy aszkusznak nevezett képzédményben
helyezkednek el. Miutan a kornyezeti viszonyok ismét kedvezdvé valtak, a sporak kicsiraznak

és belépnek a sejtciklusba [4. bra] (Herskowitz, 1988).
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4. bra. A sarjadzo éleszt6k életciklusanak sematikus abraja (Wang és mitsi., 2017).

Az ellentétes parosodasi tipusu sejtek feromonok segitségével érzékelik egymast. Az o
sejtek 13 aminosavbol felépiilé o faktort, az a sejtek pedig 12 aminosavbdl &llé a faktort
termelnek. A STE2 gén kédolja az o faktor receptorat, a STE3 gén pedig az a faktorét. Mindkét
receptor G-fehérjéhez kapcsolt, amely elindit egy proteinkindz-kaszkadot, aminek
eredményeként aktivalodni fog a Stel2 transzkripcios faktor (Burkholder és Hartwell, 1985;
Hartig és mtsi., 1986). A Stel2 ezt kovetéen aktivalja azoknak a fehérjéknek az &tirdsat,

amelyek sziikségesek a parosodasi folyamat sikeres véghezviteléhez. Ezek a fehérjék szerepet



jatszanak a sejtfalak részleges feloldasaban, a membranok egyesiilésében, a sejtmagok
kozelitésében és a kariogdmidban (Kurihara és mtsi., 1996; Dedk, 1998). Ha a két parosodasi
tipus kiilon tenyészetet alkot, akkor az élesztd heterotallias, ha a tenyészetben egyarant vannak

a és a sejtek is, akkor az élesztd homotallias (Dedk, 1998).

2.2.3. A Saccharomyces cerevisiae parosodasi tipus meghatarozasa

A haploid sejtek a vagy o parosodasi tipusuak lehetnek. A sejtek parosodasi tipusat a MAT
16kuszon elhelyezked§ allél hatarozza meg. A MAT lokusz a 111. kromoszéma jobb karjanak
kozepén talalhatd, kb. 100 kb tavolsdgra mind a centromertdl, mind pedig a telomertol
(Mortimer és Hawthorne, 1966). A két parosodasi tipus allél, a MATa és MATa csak kb. 700
bazisparban kilénbozik egymastol, a két allélnak ezt a szakaszat Ya-val és Ya-val jelolik.
Ebben a régidban taldlhatéak azoknak a géneknek a tobbsége, amelyek a sejt ivaros
folyamatait szabalyozzak (Astell és mtsi., 1981; Haber, 2012).

A MATa két fehérjét kodol: az al-et és az a2-t. Az ol a folyamatosan expresszalodo
Mcm1l-gyel komplexet alkotva aktivalja a a sejtekre specifikus géneket (Hagen és mtsi, 1993;
Bruhn és mtsi, 1994; Haber, 2012). Ezek kdzé a gének k6zé tartoznak az o faktort és a Ste3
receptort kodolé gének is. Az a2 fehérje is komplexet képez az Mcml fehérjével egy
represszort létrehozva, amely meggéatolja az a-specifikus gének expresszidjat (Keleher és
mtsi., 1989; Smith és Johnson, 1992; Herschbach és mtsi., 1994; Haber, 2012).

Az a2-Mcm1 komplex hidnyaban az éleszt6 sejtekben az a-specifikus gének folyamatosan
expresszalddnak, ezért a MATa Idkusz nem sziikséges a haploid a pérosodasi tipusu sejtek
ivaros folyamataihoz, a diploid sejtek normal miikodéséhez viszont elengedhetetlen
(Strathern és mtsi., 1981; Goutte és Johnson, 1988). A MATa ldkusz is két proteint kédol: az
al-et és az a2-t. Az a2-nek ismeretlen a funkcidja. Mivel a hianya nem okoz valtozast a
parosodasi, sporulacios és sejtnovekedési folyamatokban, elképzelhetd, hogy egy inaktiv
fehérjérdl van sz6 (Tatchell és mtsi., 1981; Dranginis, 1989). Az al fehérje a diploid sejtek
ivaros folyamatainak megfeleld szabalyzasahoz sziikséges (Goutte és Johnson, 1988). A
diploid sejtekben egyarant jelen van a MATa és MATa allél is, ennek kovetkeztében pedig a
roluk atirodd al, a2, al és a2 fehérjék is. Az al fehérje az a2-vel 6sszekapcsolddva
represszalja a haploid sejtekre specifikus gének transzkripcidjat és lehetdvé teszi a diploid
sejtekre specifikus gének expresszi6jat. Az al-a2 represszor meggatolja az al gén 4tirasat,
viszont megengedi az o2 fehérje kifejez6dését. Az al fehérje hidnyaban az o sejtekre

specifikus gének nem aktivalédnak, az o2 pedig represszalja az a-specifikus gének
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transzkripcidjat, ennek kdvetkezményeként a diploid sejtek nem képesek parosodasra [5.
abra]. Az al-a2 komplex represszalja az RME1-et (repressor of meiosis 1), amely a meidzisért
és a sporulacidért felelds gének 6 represszora. Az al-a2 komplex ezaltal lehetévé teszi a

sejtek szamara a meidzisba val6 belépést (van Werven és Amon, 2011; Haber, 2012).

MATa sejtek MATu sejtek MATalu sejtek
a- specifikus gének ——,-;- - -
Mcml MATo2 -Mcml MATo2 -Mcml
Iepresszor Iepresszor
0- specifikus gének  w————{—_— — -’;1— —_ - -
MATol -Meml MATal - MATo2
aktivator represszor
haploid-specifikus [ —
gének _—r —{ > —.—
MATal - MATo2
represszor

5. dbra. A parosodasi tipust meghatarozé gének expresszidjanak szabalyozasa (Haber,
2012).

2.2.4. A Saccharomyces cerevisiae parosodasi tipus valtasa

A S. cerevisiae tobb masik gombafajhoz hasonldéan képes parosodasi tipus valtasra. A
parosodasi tipus valtashoz sziikseg van két csendes kazetta jelenlétére a genomban: HMLa -
ra és HMRa-ra. A HMLa az o, a HMRa pedig az a parosodasi tipus meghatarozasaért felelds
géneket kodolja, de transzkripcid réluk nem torténik. A parosodasi tipus valtds soran
génkonverzié jatszodik le a MAT lokusz és az egyik csendes kazetta kodzott [6. abra]. A
homol6g rekombinaciét a MAT, a HMLa és a HMRa széleit alkotd, egymassal szinte teljesen
azonos szekvencidk teszik lehetdvé (az X és a Z régid) (Hicks és mtsi., 2011). A folyamat egy
DNS kettds szaltoréssel kezdddik, amelyet a Ho endolukleaz katalizal (Strathern és mitsi.,
1982; Kostriken és mtsi., 1983). Habar mind a HMLo, a HMRa és a MAT lokusz
szekvenciajaban megtalalhat6 a Ho endonukleaz felismerd helye, a csendes kazettak kromatin
struktiraja nem teszi lehetévé az endonukledz bekotédését, igy a kettds szaltorés minden
esetben a MAT ldkusznal fog bekdvetkezni (Ercan és Simpson, 2004). A kettds szaltOrést
kovetden a génkonverzidt a homolog rekombinacié enzimei viszik véghez (Wang és Haber,

2004; Hicks és mtsi., 2011). Parosodasi tipus valtasra csak a haploid sejtek képesek. Ennek
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az az oka, hogy a diploid sejtekben az al- o2 represszor meggatolja a HO gén transzkripciojét
(Jensen és mtsi., 1983; Mathias és mtsi., 2004; Haber, 2012).
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6. dbra. A parosodasi tipus valtas soran lejatsz6do allélcsere sematikus abraja (Haber,
2012).

A valtasok megfelel6 iranyat a HMLo és a MAT 16kusz k6z6tt elhelyezkedd rekombinacios
enhancer (RE) szekvencia biztositja azaltal, hogy MATa genotipusu sejtekben megkoti az a2-
Mcml komplexet, ami a nukleoszomak szoros egymas mellé rendezddését eredményezi a RE-
n (Wu és mtsi., 1996; Wu és mtsi., 1998). Ezaltal lecs6kken a rekombinacid valosziniisége a
HMLo és a MAT lokusz kozétt. Az a-parosodasi tipust sejtekben nincs jelen az a2 fehérje,
igy a RE aktiv marad, aminek kdvetkeztében megnovekszik a HMLa és a MAT l6kusz kdzotti
rekombinacio esélye (Lee és mtsi., 2010).

2.3. A mitokondrialis genom 6roklédése
2.3.1. A mitokondrialis genom oroklodésének altalanos jellemzése
A Saccharomyces fajok mitokondridlis oroklddésének kutatdsa fontos mind
biotechnolodgiai, mind pedig alapgenetikai szempontbol. A mitokondrialis genom 6roklédése
szamos tekintetben eltér a nuklearis genom 6roklédésétdl (Birky, 1994; Birky, 2001; Wilson
és Xu, 2012). A sejtekben egy nukleusz talalhato, amelyben a haploid genom a sejtek ploiditas
fokatol fiiggben csak egy vagy két kopidban van jelen. Az intra- és interspecifikus hibridek

kozott el6fordulnak diploid, triploid, illetve tetraploid torzsek is. Ezzel ellentétben a
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mitokondrialis tubulusok egy kiterjedt halozatot alkotnak, amelyben a mtDNS nagy szamban
el6fordul (Nunnari és mtsi, 1997; MacAlpine és mtsi., 2000; Rafelski ¢s mtsi., 2012). Az S
fazisban mindegyik kromoszoma replikéaci6ja végbemegy, majd az osztodasi orso biztositja,
hogy két egyforma, a kiindulasi sejttel megegyezé kromoszémaszamu utodsejt jojjon létre.
Ezzel szemben a mtDNS molekuldknak csak egy része replikalodik és adodik at az
utodsejtekbe (Ling és Shibata, 2004). Tovabba talan az egyik legfontosabb eltérés, hogy a
kromoszoémakon taldlhatdé gének oroklédése koveti a mendeli torvényeket, mig a
mitokondrialis genomé nem (Birky, 1994, Xu és Li, 2015).

Az Saccharomyces fajoknal a mtDNS 6roklédése biparentalis, de kb. 20 osztodasi ciklus
utan az egyik sziilld6 mtDNS-e fixalédik a sejtekben (Birky, 1978; Dujon, 1981). A mtDNS
oroklodésének mechanizmusaval kapcesolatban még szamos kérdés megvalaszolatlan. Példaul
mi donti el, hogy melyik sziil6 mtDNS-e marad meg a sejtekben? Mitdl fiigg, hogy melyik
mtDNS molekula replikalodik és melyik nem? Az aldbbiakban ismertetem a mitokondrialis

genomot, valamint azokat a folyamatokat, amelyek hozzajarulnak a S. cerevisiae mtDNS-

2.3.2. A Saccharomyces cerevisiae mtDNS-ének jellemzése

A S. cerevisiae a 75-150 kb méretli mtDNS molekulainak tobbsége linearis konkatemer,
kisebb része pedig cirkularis formaban van jelen (Maleszka és mtsi., 1991; Bendlich 1996;
Ling és Shibata, 2002). Valoszinilleg a cirkularis molekuldk szolgélnak a replikéacid
templatjaként, a linearis konkatemerek pedig a replikacio eredményeként jonnek létre (Ling
és Shibata, 2004). A mtDNS-re intronokban gazdag gének és hosszl intergenikus szakaszok
jellemzbéek. Az intergenikus régiok, az intronok, az rRNS gének és néhany fehérjét kddold
gén is tartalmaz repetitiv elemeket: hosszabb AT ismétlodéseket és rovidebb GC klasztereket,
amelyek kedveznek a rekombinacié kialakulasanak (Bernardi, 2005). Az AT ismétlddések
alkotjdk a mitokondrialis genom kdzel 50%-t, mig a 10-80 bp hosszisagl GC klaszterek
kevesebb, mint 5%-at teszik ki a genomnak (Foury és mtsi., 1998). A mtDNS-en 8 replikacids
orig6 talalhatd, amelyek kozil legalabb harom (2, 3, 5) aktiv (de Zamaroczy és mtsi., 1981;
Foury és mtsi., 1998). Az aktiv replikacios origok szerkezetére jellemz6 harom GC gazdag
klaszter (C-A) megléte, amelyeket AT szekvencidk vélasztanak el egymastol. Az els6 GC
klaszter (C) el6tt talalhaté egy promoter, amely tartalmazza az Rpo4l RNS polimeraz
bekotédéséhez sziikséges konszenzus szekvenciat (Foury és mitsi., 1998; Baldacci és
Bernardi, 1982; Lecrenier és Foury, 2000). A masik &t replikacids origd prométerét egy révid

inzerci6 megszakitja, ezaltal meggatolva az RNS polimeraz beko6tddését (Bernardi, 2005;
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Turk és mtsi., 2013). A mitokondrialis genom nyolc fehérje kddolo gént tartalmaz, amelyek
kozil hdrom (ATP6, ATP8, ATP9) az ATP-szintaz, harom (COX1, COX2, COX3) a citokrdm
c-oxidaz, egy (COB) a citokrom b-c1 komplex alegységét, egy (VARL) pedig riboszémalis
fehérjét kadol. A fehérjét kddold géneken kiviil a mtDNS-en megtalalhaté még két rRNS gén,
tRNS gének és a mitokondrialis RNaz-P RNS komponensének a génje (Foury és mtsi., 1998;
Solieri, 2010).

2.3.3. A mtDNS replikéacidja

A mitokondrialis DNS replikéaciéjanak kutatasa mar az 1970-es években elkezd6dott, de
még ma sem ismert minden részlet a folyamattal kapcsolatban. Két elmélet is létezik a mtDNS
replikaciés mechanizmusaval kapcsolatban (Williamson és Moustacchi, 1971).

Az egyik els6é elmélet azt feltételezi, hogy a mitokondriumban taldlhaté Rpo4l RNS-
polimeraz a replikacios origokhoz kotddve RNS transzkriptumok atirasat katalizalja, amelyek
tovabbi érést kovetden primerként szolgdlnak a replikdcidhoz (Baldacci és mtsi., 1984;
Bernardi, 2005; Graves és mtsi., 1998; Van Dyck és Clayton, 1998; Lecrenier és Foury, 2000).
Viszont p~ sejtekben?® sikertilt replikacios origok nélkili, kizarélag AT bazisokbol allé
mtDNS-t stabilan fenntartani, ami azt jelenti, hogy mas replikaciés mechanizmusnak is
léteznie kell a sejtekben (Fangman és mtsi., 1989).

Jelenleg a legelfogadottabb elmélet a gordiil6 kerék (angol szakkifejezéssel rolling-circle)
modell: a replikacio az ori5 replikacios origonal kezdddik. Ennek a replikacios origdnak
buborék-szerli szerkezete van, amely érzékennyé teszi a reaktiv oxigéngyokok karositd
hatasaval szemben. Vannak arra utal6 kisérleti eredmények, hogy az ori5 oxidativ kdrosodasa
eldsegiti a replikacio inicidciojat (Hori és mtsi., 2009). A replikécios origbnal bekovetkezd
karosodast felismeri a bazis excizids repair egyik enzime, az Ntgl, amely ezutan kettds szall
DNS torést hoz létre ezen a helyen, majd egy 5' exonukledz létrehoz egy 3' szimplaszall
szakaszt (Eide és mtsi., 1996; Ling és mtsi., 2007). Ezt kovetéen az Mhrl fehérje kialakit egy
heteroduplexet a 3' vég és egy cirkularis mtDNS molekula homoldg szakasza k6zott, ahol a
3' vég primerként szolgal a gordiil6 kerék replikacid szamara [7. abra (a) része] (Ling és
Shibata, 2002; Ling és Shibata, 2004; Ling és mtsi., 2013). Miutdn megszintetizalédott, a

kiegészit6szal lecseréli az eredeti szalat, amely szimplaszali DNS forméajaban levalik.

! Petite mutans sejtek (lasd 2.3.11. fejezet), amelyekbdl a vad tipusi mtDNS jelentds része deléciok

miatt hianyzik, a megmaradt része pedig amplifikalodott.

14



A gordild kerék replikacid folytatodik, amelynek eredményeként konkatemerek jonnek létre
(Ling és mtsi., 2007). A szimplaszali konkatemerek kiegészité szalanak megszintetizalasara
is tobb elmélet létezik. Az egyik a hagyomanyos, RNS primerekkel torténd szintézis, a masik
a templat valtasos modell. Ennek az a Iényege, hogy miutan megszintetizalodott egy hosszu
szimplaszalu szakasz, a DNS polimeraz templatot valt, vagyis a cirkularis DNS molekula
helyett szimplaszalu szakaszt kezdi el szintetizalni [7. bra (b) része] (Krishnan és mtsi., 2008;
Solieri, 2010; Westermann, 2014; Chen és Clark-Walker, 2018).

(a)

(b) 5’

RCRl
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w— konkatemer asarjba
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7. &bra. (a) A mtDNS replikaciojanak rekombinacio fiiggd gordiilé kerék modellje (Prasai

és mtsi., 2017). (b) A gordiil6 kerék replikéacio soran keletkez6 szimplaszali konkatemerek

kiegészit6 szalanak szintézise (Chen és Clark-Walker, 2018).

2.3.4. A mtDNS rekombinacidja

A homoldg rekombinéacié a gordiilé kerék replikaciohoz hasonloan egy DNS kett6sszal
toréssel kezdddik, amelyet az Ntgl enzim katalizdl (Ling és mtsi.,, 2007). A Din7
mitokondrialis nukleaz létrehoz egy 3’ tulnyld véget (Mieczkowski, 1997; Fikus és mitsi.,
2000; Ling és mtsi., 2013). Ezt kovetéen az Mhrl fehérje keres a talnyulé véggel homoldg
DNS szakaszt, majd elOsegiti a szalinvaziot, amelynek eredményeként Holliday-
intermedierek jonnek létre (Ling és Shibata, 2002). A Holliday-keresztek feloldasat az Mgtl
endonukleaz végzi (Kleff és mtsi., 1992; Lockshon, 1995).

Fritsch és munkatarsai kutatasi eredményei azt mutatjak, hogy a mitokondrialis genomnak

vannak olyan részei, amelyeknél sokkal nagyobb valoszintiséggel torténik rekombinacio, mint
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mas helyeken. 23 ilyen helyet talaltak, amelyek f6leg fehérjét nem kddold régiokban
helyezkedtek el. Egy harmaduk a tRNS génklaszterben talalhatd, amit magyarazhat az erre a
régiora jellemzo repetitiv szekvencidk magas aranya. Rekombinacios forropont talalhato a
21S rRNS gén exon-intron kapcsolatanal és a COB és COX1 gének intronjaiban és exon-
intron kapcsolatainal is.

Viszont figyelembe kell venni, hogy a rekombinacids forropontok helyét a genetikai hattér
erdsen befolyasolja. Kisérleteik soran talaltak olyan helyeket, amelyek bizonyos
torzsparositasbdl szdrmazd hibridekben rekombinacids forropontok voltak, mig mas sziiléi
torzsek keresztezésébdl szarmazd hibridekben nem, annak ellenére, hogy a rekombinacio f6
enzimeinek génjei (MGT1, MHR1, DIN7, NTG1) kozott nem volt allélikus kiilonbség a
kiilonboz6 sziiléi torzsekben. Egy korabbi tanulmanyban azt taldltak, hogy rekombinécid
legink&bb a GC klaszterekben térténik, azonban Fritsch és munkatarsai nem tapasztaltak ilyen
preferenciat (Dieckmann és Gandy, 1987). Ezt a jelenséget magyarazhatja a mitokondrialis
genom eltéré topologidja a kiilonbozd torzsekben. A nukledris genom esetében a
rekombinaciés forropontok olyan helyeken alakulnak ki, ahol a DNS hozzaférhet6 a
rekombinacidé enzimei szamara, amelyet a kromatinstruktira hataroz meg (Petes, 2001).
Habéar a mtDNS csomagolasaban hiszton fehérjék nem vesznek részt, azonban a mtDNS-nek
is van harmadlagos szerkezete, a GC klasztereknél példaul hajtiikanyarok alakulnak ki (de
Zamaroczy és Bernardi, 1986; Brewer és mtsi., 2003; Kucej és mtsi., 2008; Fritsch és mtsi.,
2014).

2.3.5. Mitokondridlis nukleoidok

A mtDNS-t specifikus fehérjék DNS-fehérje komplexekbe csomagoljak, amelyeket
nukleoidoknak neveznek. A nuleoidok 200-500 nm-es, gdmb alak( struktarék, amelyek a S.
cerevisiae MtDNS-ének (amely monomer formaban kb. 25 um hosszisagh) jelentOs
tomoritését teszik lehetévé (Sanders és mtsi., 1975; Miyakawa és mtsi., 1987). A nukleoidok
a mitokondrium belsd membranjahoz kotédve egyenletesen oszlanak el a mitokondrialis
retikulum mentén. Egy sejtben 40-60 nukleoid talalhatd, amelyek 1-10 DNS molekulat
tartalmaznak (Miyakawa és mtsi., 1987; Miyakawa és mtsi., 2010; Osman és mtsi., 2015).

A nukleoidokban talalhatd f6 DNS kotd fehérje az Abf2. Az Abf2 kotddése a DNS-hez
nem specifikus, az oligoA és oligoT szakaszokon kiviil barmilyen dsDNS-hez képes
hozzakapcsolddni, viszont erésebben kotédik a GC gazdag régidkhoz (Diffley és Stillman,

1992). Az Abf2 k6tddésének hatasara a DNS szamos helyen kb. 78°-0s szdghen meghajlik,
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ami a tomorités f6 mozgatorugdja (Friddle és mtsi., 2004). Az Abf2 ezenkivil védi a DNS-t
a nukledz tdmadéasokkal és a kémiai karosodasokkal szemben, valamint a rekombinécios
intermedierek stabilizaciojahoz is hozzajarul (Newman és Zeleneya-Troitskaya, 1996;
MacAlpine és mtsi., 1998; O'Rourke és mtsi., 2002).

A nukleoid fehérjék kozott vannak még hésokk proteinek, metabolikus enzimek, illetve
replikacidban, transzkripcioban, DNS hibajavitasban és rekombinacidban résztvevo fehérjék

is (Chen és Butow, 2005).

2.3.6. A mitokondrialis halézat

A mitokondriumok egy kiterjedt, elagazd tubuléris haldzatot alkotnak a sejtek kortex
régidjaban, amely fenntartdsdhoz a fuzi6 és a hasadas egyensUlyara van sziikség [8. abra]
(Sesaki és Jensen, 1999; Egner és mitsi., 2002). A mitokondridlis halézat nagysagat a
mitokondrialis biogenezis, az autofagia és a szénforras jelent6sen befolyasolja. A nem-
fermentalhatd szénforrason tartott sejtekben a mitokondridlis hal6zat térfogata és
elagazasainak szama, valamint a mitokondrialis fehérjék expresszidjanak mértéke is nagyobb
(Egner és mtsi., 2002). A mitofagia® stressz hatasok alatt aktivalédik, példaul nitrogén
éhezeskor mind a mitofagia, mind az altalanos autofagia megfigyelhetd, melyek célja, hogy

nitrogént szolgaltassanak az esszencidlis sejtfolyamatok sz&méra (May és mtsi., 2012).

8. abra. A S. cerevisiae mitokondridlis halézata (Yaffe, 1999). Mitokondridlis targeting
szekvenciahoz kapcsolt GFP molekulat expresszalo vad tipusu sejtek fluoreszcens

mikroszkdppal készitett felvétele. A méretvonal 3 pum-nek felel meg.

L A mitokondriumok szelektiv degradacidja autofagia Gtjan.
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Az alapvet6 mitokondrialis egységek tubularis alaktiak és altalaban azonos atmérdjiick az
egész sejtben. A tubularis alak a bels6é membran szervezédése miatt alakul ki, ideértve a
a kiiléonb6z6 membrandoménekbe, valamint a mas organellumokkal vald kapcsolatot. A
mitokondrium ultrastruktirajanak megvaltozasa duzzadt tubulusokat és goémb alakd,
rendezetlen bels6 membranszerkezettel rendelkez6 mitokondriumokat eredményez (Burgess
és mtsi., 1994; Paumard és mtsi., 2002; Velours, 2009).

A tubuléris egységek haldzatot alkotnak, amelynek szintén van alakja. A mitokondrialis

haldzat kiterjedtségének két véglete, amikor a tubulusok egyetlen, nagy 6sszefiiggd haldézatot
alkotnak, illetve amikor tobb kisebb, kiilénallé alhal6zat van jelen.
A hasadas a tubulusokat kettévagja, mig a flzi6 soran két tubulus dsszekapcsoladik, amelynek
eredményeként vagy egy hosszabb tubulus vagy egy eldgazas jon létre. Ha a hasadas ker(l
tulstlyba a halozat talzott fragmentacidja lesz megfigyelhetd, mig a fizio tulstlya esetén a
vad tipustol 0sszefiiggdbb szerkezet alakul ki (Hermann és mtsi., 1998; Rapaport ¢s mitsi.,
1998; Bleazard, 1999; Sesaki és Jensen, 1999). A tankdnyvek &brazolasaiban szerepld
,individualis” mitokondriumok vagy a kisebb mitokondridlis alhalézatok hasadasok altal
jonnek 1étre. De ezek kiilonallo struktarak helyett sokkal inkabb tekinthet6k a mitokondrialis
halézat atmenetileg elkulonilt szubrégidinak, amelyek a hasadas és fazi6 egy adott
allapotaban vannak (Shaw és Nunnari, 2002; Rafelski, 2013).

2.3.7. A mitokondriumok hasadéasa

A mitokondriumok hasadasanak els6 1épéseként a Dnm1 fehérje, amely egy a dinaminhoz
nagyon erés szekvencia és funkcionalis hasonlésagot mutaté GTP-az fehérje, a mitokondrium
kiils6 membranjahoz kotédik (Bleazard és mtsi., 1999; van der Bliek, 1999). A kétédéshez
sziikséges receptor két fehérjébdl all: a membranhoz kotétt Fis1-bol és az Mdv1-bol, amely
hidként szolgél a Dnm1 és a Fisl kozétt (Mozdy és mtsi., 2000; Tieu és Nunnari, 2000;
Cerveny és mtsi., 2001; Tieu és mtsi., 2002; Cerveny ¢és Jensen, 2003). Ezt kvetéen a Dnm1
polimerizalddik, aminek eredményeként kialakul egy spirdl alakd strukt(ra, amely a
mitokondriumot a hasadas helyén korbefogja és dsszehizza (Ingerman és mtsi., 2005; Bhar
és mtsi., 2006). Az endoplazmatikus retikulumnak (ER) is fontos szerepe van a mitokondrialis
tubulusok hasadésaban: megkdnnyiti a Dnm1 polimerizacidjat azaltal, hogy racsavarodik a

tubulusokra és valamilyen mértékben dsszehlzza azokat (Friedman és mtsi., 2011).
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2.3.8. A mitokondridlis tubulusok fGzioja

A mitokondrialis tubulusok fuzioja tobb 1épcsds folyamat, amely a fizionald6 membranok
felismerésével és egymashoz kapcsolasaval kezdddik, amit eldszor a kiils6, majd a belsd
membranok Osszeolvadasa kdvet (Meeusen €s mitsi., 2004; Anton és mitsi., 2011). A kiilsé
elhelyezkedd, dinaminnal rokon GTPaz fehérje (Hermann és mtsi., 1998). Az Fzol elsédleges
feladata, a mitokondrialis tubulusok egymashoz kapcsolasa és kozelitése, amely a fehérje cisz
(egy adott membranon torténd) és transz (két egymassal szemben levd membran kozotti)
oligomerizécioja altal valdsul meg. Az Fzol transz-oligomerek a két fuzionalé membrant
Osszekapcsoljak és GTP hidrolizis altal egyre kozelebb huzzak egyméshoz, amig mar csak 2-
3 nm tavolsag lesz a membranok kozott (Fritz és mtsi., 2001; Koshiba és mtsi., 2004; Cohen
és mtsi., 2018).A belsé membranok fuzidjanak legfontosabb irdnyitdja egy szintén dinaminnal
rokon GTPaz fehérje, az Mgm1, amely két formaban van jelen: egy hossz( formaban (I-
Mgm1), amely tartalmaz egy transzmembran domént, és egy rovid, szolubilis formaban (s-
Mgm1). A két molekula egy kozos prekurzor fehérje kiilonb6z6 helyeken torténd
proteolitikus vagasanak eredményeként jon létre (Herlan és mtsi., 2004). Mindkét forma

srer

legelfogadottabb modell szerint a rgvid forma trimerjei spiralokat képeznek az egymassal
fazionald membranokon, ezaltal elésegitik a membranok tubulacidjat. Amikor a
membranbegyiirédések/tubulusok elég kozel keriilnek egymashoz a két membran fuzidja a
csticsoknal spontan végbemegy [9. abra]. A rovid forma hidrofil, ezért a membranokhoz valé
kotddéshez valodszintileg sziiksége van a hosszu, transzmembran formara (Faelber és mtsi.,

2019; Liming és mtsi., 2020; Yan és mtsi., 2020; Ozeir és Cohen, 2022).
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9. dbra. A belsé mitokondridlis membranok fuziéja (Yan és mtsi., 2020). IMM: a

mitokondrium belsé membranja.

2.3.9. A mitokondrialis tubulusok dinamikajat befolyasolé tényezék

A fzi6 és a hasadas aranyat tobb tényez0 is befolyasolja, de altalanosan elmondhato, hogy
a kiilonbo6z6 stressz koriilmények a fuzio és a hasadas ardnyat a hasadas iranyéba toljak el
(Knorre és mtsi., 2013). Eml6s sejtekben a nem megfeleléen miik6dd, alacsony membran
potenciallal rendelkezé mitokondriumok nem képesek faziora, hasadas utan elkiiloniilnek a
mitokondrialis hal6zattol, majd autofagia Gtjan lebontasra keriilnek (Legros és mtsi., 2002;
Twig és mitsi., 2008). Elesztében is kimutattak, hogy az alacsony membran potenciallal
rendelkez6 mitokondriumokat a sejtek autofagia altal eltavolitjak (Priault és mtsi., 2005). A
mitokondriumok fazidjat ezenkiviil a sejtek redox allapota is befolyasolja (Shutt és mtsi.,
2012). A reaktiv oxigén gyokok a hasadas es fizi6 egyensulyat a hasadas felé toljak el, ami
valosziniileg azzal magyarazhato, hogy a H,O, magas koncentracioja meggétolja az elektron-
transzportlanc miikodését, ami a membranpotencidl csokkenését eredményezi (Nulton-

Persson és Szweda, 2001; Pozniakovsky és mtsi., 2005; Knorre és mtsi., 2013).

2.3.10. A mitokondrialis tubulusok eloszlasa a sarj és az anyasejt kozott sejtosztodas
alatt
A S. cerevisiae-re aszimmetrikus sejtosztddas jellemzd, a sejtkomponensek eloszlasa

kiilonbozé a sarj és az anyasejt kozott (McFaline-Figueroa és mtsi., 2011). Az oxidativ
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karosodast szenvedett fehérje-aggregatumok, mitokondridlis tubulusok és vaku6lumok az
anyasejtben maradnak, mig a sarjba bekeriilé mitokondrialis tubulusok jobban miikddnek,
kevesebb reaktiv oxigéngydkot termelnek, illetve magasabb membranpotencial kialakitasara
képesek (Sinclair és Guarente, 1997; Shepard és mtsi., 2003; Erjavec és Nystrém, 2007; Liu
és mitsi., 2011; Spokoini és mtsi., 2012; Higuchi és mtsi., 2013). Bizonyos mennyiségt jol
miikddé mitokondrialis tubulusnak viszont az anyasejtben is maradnia kell. A mitokondrialis
tubulusok megfeleld eloszlasahoz a sarj és az anyasejt kozott tobb folyamat is hozzajarul, az
egyik ezek koziil a mitokondrialis tubulusok mozgéasa a két sejt kdzott.

A tubulusok aktin kébelek mentén mozognak az anyasejt és a sarj kdzott (Drubin és mtsi.,
1993). Az aktin filamentumok dinamikus struktirak, az egyik végikon (plusz) gyorsabb a
polimerizéacio, mint a masikon (minusz), egy bizonyos G-aktin koncentracional a plusz végen
novekedés, a minusz végen pedig depolimerizacid lesz jellemz6. Ennek eredményeként az
aktin-monomerek lassan végighaladnak a filamentumon. A filamentum aramléasi iranya az
anyasejt felé mutat (retrograd aramlas), a mitokondrialis tubulusoknak ezzel ellentétes iranyba
kell haladniuk (anterograd mozgas), hogy atkerilhessenek a sarjba. A tubulusok mozgasa az
aktin nyaldbok mentén dinamikus, egy résziik a sarj felé, mas részik az anyasejt felé vandorol
(Fehrenbacher és mtsi., 2004). Az anterograd mozgas energiaigényes folyamat, amely a Myo2
motorprotein segitségével valosul meg (Itoh és mtsi., 2002; Boldogh és mtsi., 2004; Itoh és
mtsi., 2004; Altmann és mtsi., 2008). A Myo2 a miozin-V motorfehérjék kozé tartozik,
amelyek kiilonboz6 kargokat, tobbek kozott organellumokat, szekrécidos vezikuldkat és
mMRNS-eket szallitanak az aktin filamentumok mentén (Matsui és mtsi., 2003; Westermann,
2014). A Myo2 a mitokondrium kiils6 membranjan talalhaté Mmrl és Yptll fehérjéken
keresztiil kotédik a tubulusokhoz (Itoh és mitsi., 2002; Itoh és mitsi., 2004; Chernyakov és
mtsi., 2013; Lewandowska és mtsi., 2013). A jobban miikk6dé tubulusoknak nagyobb a
motilitasa, igy kdnnyebben tudnak az aktin k&bel aramlasi iranydval szemben haladni, ami
szintén hozzajarul ahhoz, hogy a sarjba megfeleléen mikodo tubulusok keriiljenek (Higuchi
és mtsi., 2013; Higuchi-Sanabria és mtsi., 2014; Vevea és mtsi., 2014).

A mitokondridlis  tubulusok motilitdsan  kivil, a plazmamembranhoz val6
kihorgonyzasnak is fontos szerepe van a megfelelé eloszlas kialakitasaban. Harom
kihorgonyzasi pontnak van kiemelkedd szerepe. Az elsé kihorgonyzasi pont a sarj csucsban
taldlhat6. Az Mmrl fehérjék nem csak a tubulusok kiilsé6 membranjan taldlhatéak, hanem a
sarj cstcsban is, ahol a mitokondriumot egy kozvetleniil a plazmamembréan alatt talalhaté

dinamikus tubulus halézathoz, a kortikdlis ER-hez rogzitik. Ez biztositja, hogy a
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mitokondrialis halozat egy része a retrograd aramlas ellenére is a sarjban maradjon. Az MMR1
delécids torzsekben elmarad a mitokondrialis tubulusok akkumulécidja a sarjban (Swayne és
mtsi., 2011). A méasodik kihorgonyzési pont az anyasejt kortex régidjaban talalhatd. Itt a
Num1 és Mdm36 fehérjékbdl al16 komplex (Mitochondria-ER Cortex Anchor, MECA) régziti
a mitokondriumokat az anyasejt membranjahoz. A MECA Aaltal biztositott, hogy az
anyasejtben megfelel6 mennyiségli mitokondrialis tubulus maradjon (Klecker és mtsi., 2013;
Lackner és mtsi., 2013). A harmadik pont az anyasejt sarjjal szemkdzti pélusan helyezkedik
el és az a feladata, hogy jol miikddé tubulusokat horgonyozzon ki az anyasejtben, ami fontos
annak megfeleld miikodéséhez [10. abra] (Higuchi-Sanabria és mtsi., 2014; Pernice és mtsi.,
2016; Kraft és Lackner, 2017; Pernice és mtsi., 2018).

Jol miikédo

mitokondriumok
Mifblp

Numlp

Mitokondriumok

Anyasejt

Sarjadzasi

heg Mmrlp

Leanysejt

10. &bra. Az aszimmetrikus mitokondrialis 6rokl6dés és a mitokondrialis tubulusok

kiilonboz6 kihorgonyzasi pontjainak sematikus abraja (Pernice és mtsi., 2017).

2.3.11. Petite-mutaciok
A mtDNS-ben kiilonb6zé mutaciok torténhetnek, amelyek a respiracio képességének
elvesztését eredményezik. A respiracios képesség elvesztésének kdvetkezményeként a

torzsek fermentalhaté szénforrason lassabban nének, kisebb telepeket képeznek, mig nem-

fermentalhatd szénforrason életképtelenek. Petite-muténsokrol két esetben beszéliink. A p~
mutans torzsekben a mitokondrialis genom nagy része deletalddik, a megmaradt rész pedig

amplifikalodik, ezaltal a DNS mérete nem valtozik szamottevéen, viszont elvesznek
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respiracidhoz sziikséges gének (Dujon, 1981). A pO petite-mutansokbdl teljesen hianyzik a
MtDNS. A p~ térzseken beliil is tobb csoportot kiilonboztet meg a szakirodalom attol fiiggden,
hogy a p™ és vad tipusti (p*) torzsek keresztezésébdl szarmazo hibridek milyen mitokondrialis
genomot 6rékdlnek. Ha a hibridek kozott vannak olyanok, amelyek p™ genomot 6rokoltek,
akkor az adott p~ térzs szuppressziv, ha a hibridek mindegyike p* genommal rendelkezik, a

p~ térzs neutrélis (N p). Abban az esetben, ha a szuppressziv torzsek hibridjeinek tébb, mint
95%-a ,,petite”, az adott p~ tdrzs hiperszuppressziv (HS p’) (Ephrussi és Grandchamp, 1965;
Blanc és Dujon, 1980; de Zamaroczy és mtsi., 1981). A hiperszuppressziv torzsek mtDNS-e
sok kopiaban tartalmaz ori régidkat, ami azzal magyarazhat6, hogy a vad tipusi mtDNS egy
olyan szakasza maradt meg, és amplifikalodott benniik, amelyen jelen voltak ezek a
szekvencidk. Viszont a HS p-tdrzsekben csak harom (2., 3. és 5.) ori régié fordul el6 a S.
cerevisiae-re jellemzd nyole koziil, ezért a vad tipusa mtDNS molekuldban eléforduld masik
0t replikacios origot inaktivnak tekintették. Az inaktiv’ ori szekvenciak annyiban
kilonboznek az aktiv replikacios origdktol, hogy a promoter regidjukat révid inzercié szakitja
meg, ezért az Rpo41 RNS polimeraz nem tud bek6tddni hozzajuk (Blanc és Dujon, 1980; de
Zamaroczy és mtsi., 1981; Faugeron-Fonty és mtsi., 1984). Itt meg kell jegyezni azonban,
hogy a replikaci6 iniciaciojanak pontos mechanizmusa tovabbra sem tisztazott, igy a
replikacids origok szerepe a folyamatban sem egyértelmii (Chen és Clark-Walker, 2018).

Nincs egyértelmi magyarazat a hiperszuppresszivitas jelenségére. MacAlpine és
munkatarsainak kisérletei azt a korabbi elméletet tdmasztjak ala, miszerint a
hiperszuppresszivitas a HS p~ genomban magas kdpiaszamban jelenlevé ori szekvenciak altal
megnovelt replikacios hatékonysag miatt alakul ki. EIméletiik szerint a HS p~ genom Rpo41
RNS polimerdz-fiiggé modon is képes replikalédni: az RNS polimeraz megszintetizalja a
primereket, amelyek bekotddnek a cirkularis mtDNS molekuldk ori5 szekvencigjahoz,
elkezddédik a replikacid, majd az elongacid soran a DNS kodold szala cirkularis ssDNS
formaban levalik (MacAlpine és mtsi., 2001).

Egy masik kutatasban viszont azt tapasztaltdk, hogy az Rpo4l RNS polimeréaz
szuppresszidja mellett nem csokken le az ori szekvenciakrol atirt RNS-ek mennyisége,
viszont a HS 6roklédés gatolt. Ugyanebben a tanulmanyban azonositottak olyan HS p~ x p*
keresztezésbdl szarmazd hibrideket is, amelyekben az eredetileg p* mtDNS delécidkat

szenvedett. EbbOl azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a HS p- mtDNS akér aktivan is
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hozzajarulhat a p* mtDNS molekulak elvesztéséhez, példaul rekombinacion keresztiil (Corbi
és Amon, 2021).

Bradshaw és munkatarsai eredményei azt mutatjak, hogy a HS fenotipus kialakulasa az
elérhet6 ANTP mennyiségével is Osszefiiggésben lehet. A p~ genombdl nagy szakaszok
hidnyoznak, a megmaradt egységnyi genom mérete a vad tipusi genom méretének minddssze
2%-a is lehet (Weth és Michaelis, 1974). A HS p™ sejtekben az egységnyi genom jelen van
monomer ¢€s oligomer formaban is (MacAlpine és mtsi., 2011). Mivel egy adott mennyiségli
dNTP tobb kisméretli DNS molekula replikacidjat tudja biztositani, ezért heteroplazmikus
sejtekben a replikacioért folyod verseny altalaban a kisebb molekuldk javara tolodik el.
Elképzelhetd, hogy limitalt mennyiségli ANTP jelenlétében csak a kisebb mtDNS molekulak

replikacidja szamara éll rendelkezésre elegend6 nukleotid (Bradshaw és mtsi., 2017).

2.4. Az interspecifikus hibridek genetikai jellemzése

2.4.1. Az interspecifikus hibridek sterilitasanak okai

A Saccharomyces fajokat posztzigotikus barrier valasztja el egymastdl, ami azt jelenti,
hogy a fajok képesek egymassal életképes interspecifikus hibrideket Iétrehozni, viszont ezek
hibridek sterilek: vagy nem tudnak életképes sporéat létrehozni, vagy a sporadk nem képesek
egymassal konjugélva F2 hibrideket képezni (Pfliegler és mtsi., 2012). A hibridsterilitas
leginkabb elfogadott magyarazata az, hogy az allodiploid hibridekben a kiilonb6z6 sziil6ktol
szarmaz6 homeoldg kromoszomak! az eltéré szekvencidk miatt nem tudnak parba allni a
meidzis | profazisaban, igy a meiézis nem tud végbemenni a hibridekben (Delneri és mtsi.,
2003; Charron és mtsi., 2014). A Saccharomyces fajokra azonban jellemz§ a genom
duplikacid, vagyis a genomjuk megkett6zédhet, amelynek eredményeként tetraploid hibridek
johetnek létre. A tetraploid hibridekben minden kromoszémanak megtalalhatd az azonos
sziil6td]l szarmazd homoldg parja, ezért ezekben a hibridekben a meiodzis lejatszodasanak
nincs akadalya (Banno és Kaneko, 1989; Charron és mtsi., 2019). Viszont a Saccharomyces
fajokban a parosodasért felelés gének a MAT I6kusz szabalyzasa alatt alinak. Az allotetraploid
hibridek allodiploid spérakat képeznek, amelyek heterozigotdk a MAT I6kusz a és a alléljére
nézve. Az ezekrdl az allélekrdl atirddo al és o2 fehérje 1étrehozza az al-a2 represszor, amely

meggétolja a konjugacidért felelds gének atirasat. Az allotetraploid hibridek altal 1étrehozott

1 Részlegesen homolog kromoszomak, amelyek kozos eredetre vezethetéek vissza.
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allodiploid sporak ezért valosziniileg nem tudnak egymassal konjugalva F2 hibrideket
képezni. Tehat az interspecifikus hibridek fertilitésanak visszanyeréséhez a genom
duplikaciojara és az egyik MAT lokusz elvesztésére is szlikség van (Pfliegler és mtsi., 2012;
Sipiczki, 2018).

Itt érdemes sz6t ejteni a Saccharomyces fajoknal megfigyelheté ,rare-mating”-nek
nevezett jelenségrél is. Kutatok az 1900-as évek soran azt figyelték meg, hogy MATa/a sejtek
kis gyakorisaggal visszanyerik a parosodasi képességilket. A jelenség hatterében a MAT
heterozigdtasag elvesztése all, vagyis a MATal/a sejtek MATa/a vagy MATala genotipusiva
valnak mitotikus génkonverzi6 altal (Gunge és Nakatomi, 1972). A rare-mating lehet6séget
adhat diploid torzsek kozotti hibridizalasra, illetve steril hibridek tovabbi keresztezéshe
vonaséra (Sipiczki és mtsi., 2020; Antunovics és mtsi., 2023).

Tajvani kutatok felvetették annak a lehetdségét is, hogy hibridsterilitas kialakulhat
mitonukledris inkompatibilitds miatt is (Lee és mtsi., 2008; Chou és mtsi., 2010).
Mitonuklearis inkompatibilitds akkor 1ép fel, amikor az egyik sziild kromoszoéman kodolt
mitokondrialis fehérjéje a mitokondriumba belépve az allélikus kiilénbségek miatt nem tud
kolcsonhatasba 1épni a masik sziiléi faj mtDNS-e altal kodolt fehérjével vagy RNS-sel, ami a
respirdcios keépesseg elvesztését is eredmeényezheti. A respiracié pedig szikséges a meidzis
kulcsregulatoranak, az Imel transzkripcids faktor génjének expressziojahoz, amely nélkil a
mei6zis nem tud végbemenni (Treinin és mtsi., 1993). A mitonukleéris inkompatibilitasnak
viszont valdsziniileg csak akkor van hatasa a fenotipusra, ha a hibrid genombol hianyzik az

adott interakci6hoz sziikséges gén mtDNS-sel kompatibilis allélja (Sipiczki, 2018).

2.4.2. Kiméra genomok eredete

A természetben szamos olyan ¢élesztd torzs eldfordul, amelyek genomjaban mas fajtol
szarmazé gének is megtalalhatéak (Sipiczki, 2008; Almeida és mtsi., 2014; Albertin és mtsi.,
2018). Az ilyen torzsek megnevezése nem egységes az irodalomban: vannak akik
interspecifikus hibrideknek tekintik 6ket, mig masok az idegen gének kis szama miatt az adott
fajon beliili térzseknek (Sipiczki, 2018). Mivel egyik el6z6 fogalom sem illik ré teljesen
ezekre a torzsekre, bevezetésre keriilt egy harmadik megnevezés is: a kiméra (Groth és mtsi.,
1999; Belloch és mtsi., 2009; Sipiczki, 2011). A jelen dolgozatban ezt a kifejezést hasznalom
az olyan torzsek leirasara, amelyek genomjaban a gének donté tobbsége egy adott fajtol, kis

része pedig egy masik fajtol szarmazik.

25



A legszélesebb korben elterjedt magyarazat a kiméra genomok eredetére az, hogy az
idegen gének introgresszidval keriilnek be a genomba: két faj keresztezodésével 1étrejon egy
interspecifikus hibrid, amely tobb generacion 4t mindig csak az egyik sziil6i fajjal
keresztez6dik vissza, aminek eredményeként a masik sziiloi fajtol szarmazo gének szinte
teljesen elvesznek a genombol (Anderson és Hubricht, 1938; Liti és mtsi., 2006; Muller és
McCusker, 2009; Louis, 2011; Albertin és mtsi., 2018).

Az idegen gének eredetének egy masik magyarazata lehet a genom generaciokon keresztill
torténd autoredukalddasa (Karanyicz és mtsi., 2017; Sipiczki, 2018). Az egyik MAT lokuszt
hordozd kromoszéma elvesztése instabilla teheti a genomot, ami tovabbi kromoszomak
elvesztésehez vezet a meiotikus osztédasok sorén, igy a genom egyre kevesebb kromoszomat,
ezéltal gént fog tartalmazni, végul kialakulhatnak olyan genomok, amelyekben mar csak az
egyik sziil6i fajtol szarmazo kromoszoémak és a masik sziiléi faj néhany génje talalhaté meg,
amelyek rekombinacioval keriltek at az adott kromoszémara (Karanyicz és mtsi., 2017,
Sipiczki, 2018).

Hasonlo jelenség figyelhetd meg a mitdtikus osztdodasok sordn is. A folyamat soran
altaldban mindig ugyanattél a sziil6i fajtol szarmazo kromoszoémak vesznek el. Ennek
valosziniileg az lehet az oka, hogy mig az ortolog kromoszomak altalaban ugyanazokat a
géneket tartalmazzak, vannak olyan gének, amelyek a két adott fajban eltéré kromoszéman
helyezkednek el. Példaul a pentdz-foszfat utvonal egyik enzimét kédol6 GND1 gén a S.
uvarum XV-8s, mig a S. cerevisiae VIll-as kromoszémajan talalhaté (He és mtsi., 2007,
Scannel és mitsi., 2011). Ha el3szor elvész a S. uvarum-tol szarmazd XV-6s kromoszéma,
majd ezt kdvetben a S. cerevisiae-t6l szarmazo VI1l1-as kromoszéma, akkor a hibrid genombdl
a GND1 gén mindkét allélja hianyozni fog, a sejt vegetativ és fermentativ névekedési rataja
egyarant lecsokken, érzékenyebbé valik a kiilonb6z6 stressz faktorokkal szemben, ezaltal a
fitnesze is jelentdsen csokkenni fog (Steinmetz és mtsi., 2002; Larochelle és mtsi., 2006;
Shima és mtsi., 2008; Yoshikawa és mtsi., 2011). A GND1-en kiviill még tébb mint 180 olyan
gén van, amely a S. cerevisiae VIlI-as és a S. uvarum XV-0s kromoszémajan talalhatd, ezek
egyiittes elvesztése valdsziniileg letalis a hibridekre nézve (Scannel és mitsi., 2011). Ezért a
hibridek életképességének és fitneszének szempontjabol kedvezobb, ha mindig ugyanattol a

sziil6i fajtol szarmazo kromoszomak vesznek el (Karanyicz és mtsi., 2017; Sipiczki, 2018).
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2.5. A mitotipus hatasa az interspecifikus és intraspecifikus hibridek fenotipusara

2.5.1. A mitonuklearis inkompatibilitas szerepe az interspecifikus hibridek
sterilitasaban
Az utdbbi években héarom olyan tanulméany is megjelent, amely a mitonuklearis
inkompatibilitast 0sszefliggésbe hozta az interspecifikus hibridek sterilitasaval (Lee és mtsi.,
2008; Chou és mtsi., 2010; Jhuang és mtsi., 2017). A mitonukledris inkompatibilitas a
respiracios képesség elvesztésén keresztlil okozhat sterilitast. A sejtek respiracids képesség
hidnyaban nem képesek belépni a meidzisha, ezaltal elveszitik a sporazasi képességuket
(Treinin és mtsi., 1993).

Mitonukledris inkompatibilitast fedeztek fel a S. bayanus Xll1-as kromoszémajan kédolt
Aep?2 fehérje és a S. cerevisiae mtDNS-én kodolt olil mRNS kozott (Lee és mtsi., 2008). Az
OLI1 gén a 11 alegységbdl allo6 ATP-szintaz 9-es alegységét kodolja. Az OLI1 a Varl fehérje
és a szerint szallitd tRNS génjével egylitt egy policisztronos mRNS-re irddik at, amelybdl egy
kés6bbi érési folyamat soran jon létre az olil mRNS (Zassenhaus és mtsi., 1984). Az Aep2
elengedhetetlen az olil mRNS transzlaciéjahoz (Finnegan és mtsi., 1991). Bar a pontos
koélcsonhatasba kell I1épnie ahhoz, hogy a transzlécié sikeresen végbemehessen (Ellis és mtsi.,
1999). Az inkompatibilitast a S. bayanus Aep2 és a S. cerevisiae OLI1 génje kozott
valészintileg az okozza, hogy a két fajban az OLI1 5' UTR régié szekvencidja és hossza
jelent6sen eltér egymastol, ezért az S. bayanus Aep2 nem ismeri fel a S. cerevisiae OLI1 5'
szintdz komplex, ami a respiracios képesség és a fertilitas elvesztését okozza (Lee és mitsi.,
2008).

Mitonukledris inkompatibilitdst mutattak ki a S. cerevisiae 1X-es kromoszomajan kodolt
Mrsl és a S. bayanus és S. pastorianus cox1 mRNS-e koz6tt is (Chou és mtsi., 2010). Az
Mrsl egy mitokondridlis RNS splicing fehérje, amely intronokat tavolit el a cob és coxl
MRNS-ekbél (Kreike és mitsi., 1986; Bousquet és mtsi., 1990). A COB és a COX1 egyarant
elektrontranszportlanc alegységeket kddold gének: a COB gén a citokrém b-t kodolja, amely
az ubikinol-citokrom c reduktaz komplex egyik alegysége, a COX1 pedig a citokrém c oxidaz
1-es alegységét (Kreike és mtsi., 1979; Taanman és Capaldi, 1992). Az inkompatibilitas oka,
hogy a S. bayanus és a S. pastorianus COX1 génekben jelen van egy olyan intron, amely az

evollcid soran elveszett a S. cerevisiae ortolog génjébdl, az intron elvesztését kovetden
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valoszinlileg a S. cerevisiae Mrsl fehérje elvesztette ennek az intronnak a felismerési
képességét (Chou és mtsi., 2010).

Tovabbi példa a mitonuklearis inkompatibilitasra a S. bayanus sejtmagjaban kodolt Ccm1
fehérje kisebb kotddési affinitdsa a S. cerevisiae mtDNS-e altal kédolt 15S rRNS-éhez
(Jhuang és mtsi., 2017). A Ccm1l a Mrs1-hez hasonléan egy mitokondrialis splicing faktor,
amely intronokat tavolit el a COX1 és COB génekbdl, de ezenkiviil fontos szerepe van a 15S
rRNS stabilizalasaban is (Moreno és mtsi., 2009; Puchta és mtsi., 2010). ccmiA térzsekben a
15S rRNS fragmentalddik, ami a fehérjeszintézis mértékének drasztikus csokkenését
eredményezheti a mitokondriumban (Puchta és mtsi., 2010). Fehérjeszintézis hidnyaban pedig
a mtDNS altal kddolt enzimek mRNS-ei nem kerulnek transzlaciora, az

elektrontranszportlanc ezaltal mitkodésképtelenné valik.

2.5.2. A mitonuklearis és a mito-mito episztazis hatasa az intraspecifikus hibridek
fenotipusara

A mitokondridlis és nuklearis genom kozotti kdlcsénhatds nem csak az interspecifikus
hibridek esetében lehet kihatassal a torzsek fitneszére, az intraspecifikus hibridek fenotipusat
is befolyasolhatja (Paliwal és mtsi., 2014). A mtDNS magas mutacids rataval rendelkezik,
ami szamos mitokondrialis haplotipus kialakulasat eredményezi fajon belil (Johnson és mtsi.,
2003; Burton és mtsi., 2007; Albertin és mtsi., 2013). A légzési lancot alkotd komplexek
alegységeinek egy részét a nukleéris genom kodolja, masik részét pedig a mtDNS. A gének
allélikus véltozatai, fuggetlendl attél, hogy melyik sejtkompartmentben helyezkednek el,
hatéssal lehetnek a mitonukleéris kolcsonhatasokra, ezzel megvaltoztatva a mitokondridlis

miikodés hatékonysagat és a sejtek fitneszét (Paliwal és mitsi., 2014).

Egy érdekes kisérlet soran Osszehasonlitottak azonos nuklearis genommal, de eltérd
mitotipussal rendelkezé torzsek novekedési ratdjat kilonbozé tenyésztési korllmények
kozott: fermentalhatd és nem-fermentalhaté szénforrason, 37 °C-on és szobahdmérsékleten,
valamint oxidativ stresszt kivaltdo taptalajon. Ez lehetOséget adott a nukledris és a
mitokondrialis genom, valamint a ketté kolcsonhatasanak fenotipusra gyakorolt hatasanak
vizsgalatara. Azt tapasztaltdk, hogy a mitonukleéris kdlcsonhatasnak nem-fermentalhatd
szénforrason (a sejtek csak oxidativ foszforilacioval képesek energiat termelni) a legnagyobb
hatsa a fenotipusra: a torzsek kdzott megfigyelhet6 fenotipusos variancia mintegy 40%-&ért
volt felelds. Fermentalhat6 szénforrason kicsi volt a jelentdsége, ami 6sszhangban van azzal,

hogy ilyen tapkozegben az energiatermelés elsdsorban fermentacioval torténik. A fokozott
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oxidativ stressznek Kitett, fermentalhaté szénforrason tartott torzsek kdzotti fenotipusos
variancia 16%-aért volt felelés a mitonuklearis episztazis. Azt is megfigyelték, hogy a
mitotipus hatéasa a fenotipusra, fliggetleniil a mitonukleéris kdlcsdnhatésoktol, 37 °C-on volt
a legnagyobb. Egy masik érdekes megfigyelés volt, hogy az eredeti, természetben is
el6forduld nuklearis és mitokondridlis genom kombinacidk jelentds elényt biztositottak a
torzseknek nem-fermentalhaté szénforrason és hémérsékleti stressz alatt. Ez valoszintileg
azzal magyardzhatd, hogy a légzési lanc fehérjéit kodolé gének az evollcié soran
koadaptalddtak ezekben a genomokban (Paliwal és mtsi., 2014).

A hibridek fitneszét nemcsak a mitonukleéaris, de a mitokondrialis allélek kozotti
koélcsonhatsok is befolyasolhatjak (Wolters és mtsi., 2018). A mtDNS-en tébb olyan fehérje
génje is megtalalhatd, amelyek egy kozods enzimkomplex részét képezik. Ezeknek a
fehérjéknek a génjei valodszinlileg egyiitt evolvalodtak annak érdekében, hogy a lehetd
legnagyobb hatékonysaggal tudjon miikddni az adott fehérjekomplex. Rekombinaciéval Uj
allélkombinacidk jonnek létre, amelyek akar hatranyosan is hathatnak a légzési lanc
mukodésére. Wolters és munkatarsai ezért dsszehasonlitottak sziildi, és tobb rekombinans
mitotipussal rendelkez6 hibrid fitneszét. A rekombindans hibridek fitnesze szamos tenyésztési
koriilmény kozott (elsdsorban 37 °C-on, valamint fermentalhatd és nem-fermentalhato
taptalajon) eltért a sziil6i mitotipussal rendelkez6 hibridekétdl. Eredményeik azt mutattak,
hogy a fenotipusos kilénbségek kialakitdsaban tébb mitokondridlis 16kusz is részt vesz
(Wolters és mtsi., 2018).

2.5.3. A mitotipus hatasa az interspecifikus hibridek fenotipusara

Még kevés adat all rendelkezésre a mitotipus interspecifikus hibridek fitneszére gyakorolt
hatdsaval kapcsolatban. Viszonylag kevés kisérlet tortént ennek felderitésére, amelyeket
kisszdmu hibriddel végeztek.

S. cerevisiae x S. uvarum hibridekkel végzett kisérlet arra utal, hogy a mitotipus
Osszefliggésbe hozhat6 a dehidratacioval szembeni tolerancidval (Picazo és mtsi., 2015). A
dehidratacionak ipari szempontbdl kiilondsen fontos szerepe van, hiszen a boraszatban és
sorgyartasnal is els6sorban aktiv szaritott ¢lesztoport hasznalnak starter kultiraként. A
szaritas azonban jelent6s hé-, hiperozmotikus- és oxidativ stressznek teszi ki a torzseket
(Garre és mtsi., 2010; Capece és mtsi., 2016). A S. uvarum-nak alacsony a dehidrataciot
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kisérletben a S. uvarum mitotipussal rendelkez6 hibrid és a S. uvarum sziil6i torzs szaritast
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kovetd viabilitisa egyarant 5% volt, mig a S. cerevisiae mitotipust hibridé 25%, a S.
cerevisiae sziil6i torzsé pedig 45%. Ez az eredmény arra utal, hogy a S. cerevisiae
mitotipusnak jelentds pozitiv hatdsa van a dehidratacioval szembeni toleranciara (Picazo és
mtsi., 2015).

Egy maésik érdekes kisérletben dsszehasonlitottak S. cerevisiae x S. uvarum hibridek
génexpresszidjat, hiszen mar 1987-ben felfedezték, hogy a mitotipus befolyasolhatja a
nukleéris genom expresszidjat (Parikh és mtsi., 1987). Azt figyelték meg, hogy a S. cerevisiae
mitotipussal rendelkezd hibridekben a glikolizis/fermentacio utvonal génjeinek transzkripcios
szintje jelentésen alacsonyabb, mint a S. uvarum mitotipust hibridekben. Ennek megfeleléen
a S. uvarum mitotipusd hibridekben és a S. uvarum sziildi térzsben is alacsonyabb respiracios
aktivitast mutattak ki a S. cerevisiae mitotipusd hibridekhez és a S. cerevisiae sziil8i térzshoz
képest, ami arra utal, hogy a mtDNS hatéssal lehet a hibridek respiracio:fermentacio aranyéra.
A respirdcids rata jelentOsen befolyasolja az éleszt6k biomassza termelésének mértékeét,
amely ipari szemponthol fontos tulajdonsag (Solieri és mtsi., 2008).

Albertin és munkatarsai szintén S. cerevisiae x S. uvarum hibridekben vizsgaltak a mtDNS
hatasat a tdrzsek respiracids ndvekedésére és fermentacids teljesitményére. Habar kordbban a
mitotipust 6sszefliggésbe hoztdk a fermentacios teljesitménnyel, azt tapasztaltak, hogy a
hibridek alacsony és normal cukorkoncentracié mellett a mitotipustol fliggetlenul hasonlé
fermentécids tulajdonsaggal rendelkeztek, ami arra utal, hogy a mitotipus nem befolyésolja a
fermentécié hatékonysagat (O'Connor és mitsi., 1996). Nem-fermentdlhaté szénforrason
azonban jelentds novekedésbeli kiilonbségeket figyeltek meg a kiilonb6zé mitotipust
hibridek kozott. A S. cerevisiae mitotipust hibridek novekedése hamarabb elkezd6dott és
gyorsabb volt, mint a S. uvarum mitotipusi hibrideké, ami valésziniileg a hibridek eltérd
respirdcios ratajaval magyarazhat6. Osszefiiggést talaltak a hibridek respiracios rataja és
citokrém a, a3 (a citokrom-oxidaz tagjai) szintje kdzott: a S. cerevisiae mitotipusd hibridekben
magasabb volt ez a szint. Korabbi kisérletekben kimutattak, hogy a citokrom-oxidaz rendkivil
fontos szerepet tdlt be az oxidativ foszforilacié ratdjanak meghatarozasaban, ezért a citokrom
a, a3 megemelkedett szintjével a respiracid szintje is megemelkedik, ami pozitiv hatassal van
a torzsek ndvekedésére, ezaltal fitneszére is (Mazat és mtsi., 1986; Rigoulet és mtsi., 1987).
Egy szamitdgépes szimuléacid azt az eredményt adta, hogy a kisérletben kimutatott névekedési
rataval rendelkez6 S. cerevisiae és S. uvarum mitotipusu hibrideket 1 : 1 ardnyban nem-
fermentélhat6 szénforrast tartalmazo tapfolyadékba oltva a S. cerevisiae mitotipusu hibridek

rovid idén belil talndvik a S. uvarum mitotipusu hibrideket (Albertin és mtsi., 2013).
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Tobb tanulmany is megjelent az utébbi években, amely a mitotipust dsszefiiggésbe hozta
az interspecifikus hibridek hémérséklet-tolerancijaval (Baker és mtsi., 2019; Li és mitsi.,
2019). Az egyik ilyen tanulmanyt S. cerevisiae x S. eubayanus hibridekkel végezték. Az S.
eubayanus egy kriotolerans faj, amely 33-35 °C folott nem képes ndvekedni (Sampaio, 2018).
A kisérletben alkalmazott S. cerevisiae sziil6i térzsek novekedése pedig 4 °C-on maradt el.
Habar a hibridek a mitotipustdl fiiggetleniil széles hémérsékleti skalan képesek voltak
ndvekedni, magasabb hémérsékleten a S. cerevisiae mitotipusd hibridek ndvekedése
jelentdsen meghaladta az S. eubayanus mitotipussal rendelkez6 hibridek ndvekedését és
ehhez hasonldan az S. eubayanus mitotipust hibridek névekedése alacsonyabb hdmérsékleten
felilmalta a S. cerevisiae mitotipustakét. A S. eubayanus mtDNS-ét S. cerevisiae mtDNS-re
cserélve azt tapasztaltdk, hogy az igy kapott Ugynevezett cibridek a hibridekhez hasonléan
jobban novekedtek magas, és kisebb mértékben alacsony hdmérsékleten, mint az eredeti S.
eubayanus tdrzs (Baker és mtsi., 2019). A cibridek citoplazmikus hibrid sejtek, amelyeket egy
teljes sejt és egy sejtmag nélkiili sejt fuzidjaval hoznak létre (Modi és Hamaélainen, 2020).

Li és munkatarsai is hasonl6 eredményt kaptak S. cerevisiae x S. uvarum hibridek
esetében: a S. cerevisiae mitotipust hibridek jelentdsen kisebb névekedést mutattak 4 °C-on,
mint 22 °C-on, illetve 37 °C-on, mig a S. uvarum mitotipust hibridek 4 °C-on latvanyosan
nagyobb méretli telepet képeztek, mint magasabb hdémérsékleten. Ez a tendencia
fermentélhatd és nem-fermentalhaté szénforrast tartalmazé taptalajon tartott torzseknél
egyarant megfigyelhetd volt. Amikor a S. cerevisiae mitotipusu hibrid COX1 alléljat, S.
uvarum allélre cserélték, a hibrid novekedési képessége 37 °C-on, nem-fermentalhatd
szénforrason lecsokkent, mig 4 °C-on fermentalhatd szénforrdson megnétt. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a mitotipus hozzajarul az éleszték hdmérséklet toleranciajanak

kialakitdsahoz (Li és mtsi., 2019).

2.5.4. A mitokondrialis genom 6roklédése interspecifikus hibridekben

Az interspecifikus hibridek mitokondrialis 6roklédésével kapcsolatban szinte csak nyitott
kérdések vannak. Példaul mitdl fiigg, hogy melyik sziil6i faj mtDNS-e fixalodik a sejtekben?
Az elsé tanulmanyokban, valamint a tanszékiink korabbi kisérletei soran is, azt vették észre,
hogy a bizonyos fajparositasok esetén mindig ugyanannak a fajnak a mtDNS-e marad meg a
hibridekben (de Vero és mtsi., 2003; Antunovics és mtsi., 2005). Példaul a S. cerevisiae x S.
uvarum hibridek mindig S. cerevisiae, a S. uvarum x S. kudriavzevii hibridek pedig minden

esetben S. uvarum mtDNS-t 6rokéltek (Antunovics és mtsi., 2005; Karanyicz és mtsi., 2017).
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Késobbi tanulmanyok viszont arra utalnak, hogy a mtDNS 6roklédése sokkal inkabb az adott
szilil6i torzsektdl, semmint a fajtol fligg.

Egy kisérlet soran kiilonb6z6 S. cerevisiae és S. uvarum torzseket kereszteztek egymassal
kb. 80 hibridet Iétrehozva. Azt figyelték meg, hogy a keresztezési partnertél fiiggetleniil
bizonyos S. cerevisiae torzsekkel létrehozott hibridek mindig S. cerevisiae mitotipust
orokoltek, viszont egy masik torzsparositas esetén a hibridek mindegyikében S. uvarum
mtDNS volt kimutathat6. Egy bizonyos S. cerevisiae sziil8i torzzsel 1étrehozott hibridek koziil
pedig egy sem volt képes respiracidra. Szintén ebben a tanulmanyban fedeztek fel elészor
rekombinans mtDNS-sel rendelkezd interspecifikus hibrideket. (Verspohl és mtsi., 2018).

Késdbb egyre tobb kutatdcsoport talalt rekombinans mitokondrialis genommal rendelkez6
interspecifikus Saccharomyces hibridet. S. cerevisiae és S. paradoxus fajparositashol
szdrmaz0O hibridek mitokondriélis genomszekvendlasa azt mutatta, hogy a rekombinéns
mtDNS molekuldk vazat az egyik sziil6i torzs mtDNS-e képezi, amelybe rekombinacioval
bekeriilnek szekvencidk a masik sziil6t6] szarmazo mitokondrialis genombol (Poldkovéa és
mtsi., 2021).

Egy masik kutatdsban szintén S. cerevisiae és S. paradoxus torzseket kereszteztek
egymassal, viszont arra is kivancsiak voltak, hogy vajon a sziil6i partnerek k6zotti evolucios
tdvolsag befolyasolja-e a mitokondrialis 6roklédést. Ezért nem csak interspecifikus, de
intraspecifikus hibridekre is kiterjesztették a vizsgalatukat. A hibridek kdzott nagy szamban
mutattak ki rekombinans mitotipust. A rekombinacié ratajat a sziildi torzsek rokonsagi
kapcsolata nem befolyasolta. A rekombinacids pontok elhelyezkedésének vizsgalatakor azt
figyelték meg, hogy a rekombinacids pontok jelentds része protein kodold exonok kozelében
talalhaté. Tobb hibrid mitokondridlis genomjaban is kimutattak deléciokat, amely a
respiracios képeség elvesztését eredményezte. A deléciok kialakuldsanak valosziniiségét a
sziil6i torzsek kozotti evollciods tavolsag (divergencia) megnovelte (Hénault és mtsi., 2022).

Egy maésik érdekes kérdés az interspecifikus hibridek mitokondridlis genomjanak
oroklédésével kapesolatban, hogy vajon a kérnyezeti tényezok, illetve szelekciés nyomasok
befolyasoljak-e, hogy melyik faj vagy toérzs mtDNS-e fixalodik a hibridekben. Sajnos még
kevés kisérletet végeztek ennek a kérdésnek a megvalaszolasara, de ezek arra utalnak, hogy
valosziniileg a kdrnyezeti faktoroknak is szerepiik van a mtDNS 6roklédésében.

Amikor S. cerevisiae és S. paradoxus torzsekkel létrehozott zigotakat kiilonbozé
korulmények kozott tenyésztettek, példaul nem-fermentalhatd szénforrdson vagy ozmotikus

stressznek kitéve, azt figyelték meg, hogy a kiilonb6z6 mitotipusokkal rendelkezé hibridek
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aranya eltér volt a kontroll tapkdzeghez viszonyitva. A kutatok arra is kivancsiak voltak,
hogy vajon ez a kiilonbség abbol adddik-e, hogy a kiilonb6zd mitotipust hibridek fitnesze
eltérd a kiilonboz6 kornyezeti koriilmények kozott. Elvégeztek egy kompeticids vizsgalatot,
amely sordn 1:1 ardnyban oltottak S. cerevisiae és S. paradoxus mitotipussal rendelkez6
hibrideket az egyes tapfolyadékokba. A kisérlet azt mutatta, hogy a S. cerevisiae mitotipussal
rendelkezd hibrideknek nagyobb fitnesze van szinte az dsszes fent leirt tipkdzegben, de az
eredményeket befolyasolta az is, hogy a hibridek mely sziil6i torzsek keresztezésébol
szarmaztak (Hsu és Chou, 2017).

Egy masik publikacio adatai szintén arra utalnak, hogy a mitotipus befolyasolhatja az
interspecifikus hibridek fitneszét bizonyos kornyezeti korilmények kozott. 122
interspecifikus hibrid mitokondriélis genomjat vizsgaltdk meg. A hibridek S. cerevisiae, S.
kudriavzevii, S. uvarum és S. eubayanus fajok kiilonb6z6 kombinacidjabol szarmaztak,
tobbségiiket ipari kdrnyezetbdl izolaltdk (pl. sorgyartds, borkészités), ahol a torzsek
hidegtiirésének kiemelkedd szerepe van. Azt tapasztaltadk, hogy a korabbi publikaciokkal
ellentétben, a hibridek tobbsége nem a S. cerevisiae-t6l, hanem a kriotolerdns sziil6t6l
Orokolte a mtDNS-ét. Ez arra utal, hogy a mtDNS szerepet jatszhat a hibridek
kriotoleranciajanak kialakitasaban. Osszefiiggést talaltak a hibridek mitokondriélis és
nukledris genomjanak eredete kozott is: altalaban annak a sziilének a mtDNS-e maradt meg a
sejtekben, amely a hibridek nuklearis genomjanak az dsszetételében is dominans szerepet
kapott. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a mitonukleéris kdlcsénhatasoknak a természetben

eléfordulo hibridek kdzdtt is fontos szerepe lehet (Langdon és mtsi, 2019).
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Anyagok
3.1.1. Torzsek
3.1.1.1. A S. cerevisiae x S. uvarum fajok keresztezéséhez hasznalt térzsek
Tobb auxotr6f S. cerevisiae és S. uvarum torzset Kkereszteztink egymassal annak
kideritésének érdekében, hogy a kiilonboz6 térzsek milyen hatékonysaggal 6rokitik tovabb a

mtDNS-liket. A felhasznalt torzsek listajat, genotipusat és eredetét az 1. tablazat tartalmazza.

1. tblazat. A keresztezésekhez hasznalt torzsek genotipusa és eredete

Faj Torzsek Genotipus Eredet
10-167 | MATo met3- leu2-1 YGSC*
S. cerevisiae $30-3
10-170 | MATa/o met5- leu?2- YGSC
X4005-11A
10-174 | MATo ade4- trpl- YGSC
STX23-5B11
10-522 | MATa/o. ura3- tokaji
izolatum
S. uvarum 10-1650 | MATa SSS110 CBS7001 hoA::NatMX | CBS** 7001
ade2- ura3-
10-1651 | MATo SSS111 CBS7001 hoA::NatMX | CBS 7001
ade2- ura3-

*: Yeast Genetic Stock Center, Berkley, USA.

**. Centraalbureau voor Schimmencultures, Upsalalaan, Netherlands.

3.1.1.2. A 10-170-es S. cerevisiae tdrzs genotipusa
A 10-170-es S. cerevisiae-r6l kezdetben azt feltételeztiik, hogy MATa genotipussal
rendelkez6 heterotallias haploid torzs. Késébb azonban bebizonyosodott, hogy a parosodasi

tipusvaltas aktivalddasa altal diploidda valt (Antunovics és mtsi., 2023).
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3.1.1.3. A S. uvarum x S. kudriavzevii x S. cerevisiae harmashibridek és sziil6i torzsei
A harmashibrideket a 10-1651 S. uvarum x 10-1653 S. kudriavzevii kettéshibrid és a 10-
170 S. cerevisiae torzs keresztezésével hoztdk létre a tanszék munkatarsai. A torzsek

genotipusa és eredete a 2. tablazatban lathatd.

2. tAbl4zat. A hdrmashibridek és sziil6i torzseinek genotipusa és eredete

Faj Torzsek Genotipus Eredet

Sziiloi nemzedék

S. uvarum 10-1651 | MATa SSS111 CBS7001 hoA::NatMX | CBS 7001
ade2- ura3-

S. kudriavzevii 10-1653 | MATa SSS411 hoA::NatMX trpl-ura3- |FM* 1193

S. cerevisiae 10-170 | MATa/o met5- leu2- YGSC
X4005-11A

F1 nemzedék

S. uvarum x S. kudriavzevii 11/6 | MATa/o ura3- sajat
izolatum

F2 nemzedék (harmashibridek)

S. uvarum x S. kudriavzevii| 11/6 x | MATa/o prototrof sajat
X S. cerevisiae 10-170 izolatum

*: Hittinger és mtsi., 2010. (személyes kérés)

3.1.2. Alkalmazott tdpkdzegek

A Kkisérletek soran alkalmazott tapoldatok és taptalajok Osszetétele a 3. tablazatban
taldlhatdé. A tépoldatok desztillalt vizzel késziltek és autoklavban lettek sterilizalva. A
minimal téptalajhoz hasznélt vitaminoldat Osszetétele a 4. téblazatban, a szelektiv
taptalajokhoz szilkséges kiegészit6 oldatok pedig az 5. tblazatban talalhatdak.
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3. tablazat. A kisérletekhez hasznalt tapkdzegek.

Tapkozeg Osszetétel
YEL (100 ml) 1 g éleszté kivonat (VWR 97064-368)
2 g gliikéz (VWR BDH9230)
YEA (100 ml) 100 ml YEL + 2g poragar (SIGMA ALDRICH A1296)
YEG (100 ml) 1 g éleszté kivonat (VWR 97064-368)

3 ml 99,7%-os glicerol (VWR BDH1172-1LP)
2 g poragar (SIGMA ALDRICH A1296)

SML (1000 ml) 5 g (NH4)2S04 (Scharlau AM04001000)

1 g KH2PO4 (VWR 470302-252)

0,5 g MgSQO4 x 7 H,O (Scharlau MA0085)
10 g gliikéz (VWR BDH9230)

1 ml vitaminkeverék

SMA (1000 ml) 1000 ml SML + 20g poragar (SIGMA ALDRICH A1296)

Sporaztat6 (100 ml) 1 g K-acetat (VWR BDH9254)

0,5 g éleszt6 kivonat (VWR 97064-368)
0,25 g gliik6z (VWR BDH9230)

2 g poragar (SIGMA ALDRICH A1296)

4. tablazat. A minimal tdpoldathoz hasznalt vitaminkeverék gsszetétele.

Téapoldat Osszetétel
0,2 mg folsav
0,2 mg biotin
40 mg Ca-pantotenat
Vitaminkeverék 200 mg inozitol
(100 ml desztillalt vizben) 40 mg niacin

20 mg aminibenzoesav
40 mg pyridoxin-HCI
40 mg tiamin

20 mg riboflavin

5. tblazat. Kiegészité oldatok SMA taptalajhoz.

Tapkozeg kiegészitések

Nukleobazis kiegészités — uracil (SIGMA ALDRICH U0750) |7,5 mg 100 ml tapoldatban

Aminosav kiegészités — leucin (SIGMA ALDRICH L8000) 7,5 mg 100 ml tapoldatban
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3.1.3. A molekularis kisérletek soran alkalmazott oldatok

A molekularis kisérletek soran alkalmazott oldatok 0sszetételét az 6. tdblazat tartalmazza.

6. tAblazat. A kisérletek soran felhasznalt oldatok 6sszetétele.

Oldat

Osszetétel

0,5 M EDTA (1000 ml)
pH 8,0

25,5 g EDTA (Scharlau AC0965)
186,1 g NaOH (VWR BDH7466-1)

1 M TRIS (1000 ml) pH 8,0

121,4 g TRIS (VWR BDH7729-1)

1x TE (100 ml)

0,2ml 0,5 M EDTA (Scharlau AC0965)
1ml1MTRIS (VWR BDH7729-1)

10x TBE puffer (1000 ml)

109,0 g TRIS (VWR BDH7729-1)
55,6 g Borsav (VWR BDH9222)
40 ul 0,5 M EDTA (Scharlau AC0965)

Sol A 0,5 M Szorbit (SIGMA ALDRICH S7547)

10 mM EDTA (Scharlau AC0965)

50 mM TRIS-HCI pH: 7,5 (VWR BDH7729-1)
Sol B 100 mM NaCl (SIGMA ALDRICH S9888)

10 mM EDTA (Scharlau AC0965)
1% Na-lauril-szarkozin (SIGMA ALDRICH L5125)
50 mM TRIS-HCI pH: 7,5 (VWR BDH7729-1)

Szorbit-EDTA

1,2 M Szorbit (SIGMA ALDRICH S7547)
50 mM EDTA (Scharlau AC0965)

5 M K-acetat (100 ml)

49,07 g K-acetat (VWR BDH9254)

10%-0s SDS

10 g Na-dodecil szulfat (SIGMA ALDRICH L5750)

Rnéaz A torzsoldat 10 mg/ml
(a1 ml)

10 mg Ribonukleédz A (SIGMA ALDRICH L5000)
1ml1xTE

Lizis puffer 10 mM TRIS-HCI pH 8,0 (VWR BDH7729-1)
0,45 M EDTA pH 8,0 (Scharlau AC0965)
1% Na-lauril-szarkozin (SIGMA ALDRICH L5125)
0,5 mg/ml Proteinase K (SIGMA ALDRICH P2308)
CPE puffer 40 mM citromsav (Spektrum 3.03125)

120 mM Na,HPO, (VWR 102494C)
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6. tablazat folytatasa

Oldat Osszetétel

CPES puffer 40 mM citromsav (Spektrum 3.03125)

120 mM NazHPO4 (VWR 102494C)

20 mM EDTA (Scharlau AC0965)

1,2 M Szorbit (SIGMA ALDRICH S7547)

5mM DTT

250 pg/ml Zymolyase-20T (USBiological Z-1000)

3.2. Kisérleti modszerek

3.2.1. Interspecifikus hibridizalas

Kétféle médon hoztunk létre S. uvarum x S. cerevisiae interspecifikus hibrideket. Az els6
modszer soran elészor a sziil6i térzseket komplett taptalajra szélesztettiik, majd a csészéket
tikorbarsony segitsegével SMA minimal taptalajra keresztbe-replikédztuk. A keresztezési
pontoknal, lehetéség nyilt arra, hogy az adott auxotrof sziiléi fajok sejtjei egymassal
konjugalva prototrof hibrideket hozzanak létre, amelyek életképesek minimal taptalajon. A
keresztezési pontoknal kinétt telepek nem voltak jol elkiilonithetéek egymastol, ezért
Kiszélesztettiik 6ket SMA taptalajra, majd kilonallo prototrdf telepeket izolaltunk. Ezzel a
modszerrel tébb S. uvarum (10-522, 10-1650, 10-1651) és S. cerevisiae (10-167, 10-170, 10-
174) torzset kereszteztiink egymassal, hogy megnézziik, hogy az eltéré torzskombinaciok
hogyan befolyasoljak a mitokondrialis 6roklédést.

A mésodik mddszer soran a 10-522 S. uvarum torzset 3-4 napig K-acetatos sporaztatd
taptalajon tartottuk, majd a sp6rézé S. uvarum és az akkor még haploidnak vélt 10-170 S.
cerevisiae tenyészetbdl 1-1 kacsnyi sejtmennyiséget komplett tapfolyadékba oltottunk. A
tenyészetet egy éjszakan at szobahémérsékleten razattuk, majd masnap SMA taptalajra
szélesztettilk. A kinétt telepeknél hattérnovekedést tapasztaltunk, ezért minden csészérol
kivalasztottunk 2-2 telepet, amelyet Gjra kiszélesztettlink szintén SMA taptalajra. Végiil
minden csészérdl 1-1 telepet izolaltunk, amelynek eredményeként 40 interspecifikus hibridet
(A1-40) kaptunk.

A harom faj kozotti hibrideket pedig a kovetkez6képp hoztuk 1étre: eldszor a 10-1651 (S.
uvarum, MATa, ade2-, ura3-) és a 10-1653 (S. kudriavzevii, MATa, trpl-, ura3-) auxotrof
torzseket kereszteztik egymassal uracillal kiegészitett minimal taptalajon. Majd a

keresztezési pontbol izolalt S. uvarum x S. kudriavzevii (MATa/a, ura3-) kettdshibridek
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egyikét (11/6) keresztezésbe vontuk a 10-170 S. cerevisiae (MATa/o, leu2-) partnerrel. A
harmashibridekre minimal téptalajon szelektaltunk. Mindkét lépés a torzsek keresztbe-
replikdzasaval tortént. A harmashibridek létrehozasat, Kkariotipus- és mitotipus

meghatarozasat Dr. Antunovics Zsuzsa végezte.

3.2.2. Random spéra analizis

A hibrideket 3-5 napig K-acetatos spdraztatd taptalajon inkubaltuk, majd a spérazé
tenyészetekb6l egy kacsnyi sejtmennyiséget 300 pl steril desztillalt vizbe szuszpendaltunk,
Zymolyase-20T (USBiological Z-1000) sejtfalbont6 enzimet adtunk a sejtszuszpenzidkhoz,
amelyeket ezutan egy Oran Keresztil 37 °C-on inkubaltunk. Az inkubalast kévetben
szonikator segitsegével elvalasztottuk az aszkuszokban talalhatd spérakat egymastol. A
szonikalas 7 percen keresztil 7 maéasodperc szonikdlas és 23 masodperc pihentetés
valtogatasaval zajlott (a késziilék: Biologics, Inc. Model 150 V/T; a késziilék beallitasai:
power: 20; pulser: 90%). Ezt kovet6en Biirker-kamra hasznalataval megéllapitottuk a
szuszpenziok sejtstiriiségét, majd higitast kovetden akkora mennyiséget szélesztettiink ki
YEA téptalajokra, hogy kb. 150-200 telepet kapjunk csészénként. A telepek megjelenése utan
a csészékrol replikat készitettlink SMA, 75 pg/ml leucinnal, illetve uracillal kiegészitett SMA

taptalajokra.

3.2.3. A mitotipus meghatarozasa

3.2.3.1. Mitokondrialis DNS izol&las

Az izolalast megel6z6 reggelen 2 kacsnyi élesztdt oltottunk 100 ml YEL-be, majd
szobahén rézattuk a mintékat. Méasnap a tenyészeteket centrifugéaléssal tlepitettik (5 perc,
4000 rpm), ezt kdvetden pedig eldszor 4 ml desztillalt vizzel, majd 4 ml 50 mM-0s EDTA-
val mostuk a sejteket, a centrifugélas mindkét Iépesnél 5 percig tartott 4000 rpm-en. Ezutan
10 ml Szorbit-EDTA oldatba vettiik fel a sejteket és 10 percig 37 °C-on inkubaltuk &ket.
Centrifugalas utan (5 perc, 4000 rpm) 5 ml 500 pg/ml Zymolyase-20T (USBiological Z-1000)
6ket. Ezutan 2 perces szonikalas kovetkezett (a késziilék beallitasai: power 30; pulser 60%),
majd pedig centrifugalas (10 perc, 2800 rpm). A feliiliszot atpipettaztuk uj cs6be, majd ismét
centrifugaltuk a mintat (10 perc, 13000 rpm). Az uledéket hdromszor mostuk 500 ul Sol A-
val (5 perc, 13000 rpm), amelyet a harmadik centrifugalési Iépés utan 500 pl Sol A-ba vettiink
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fel. Ezt k6vetéen 2 ul 25 mM-0s MgCl-t (Fermentas MBI), valamint 2 pl DNaz enzimet
adtunk az elegyhez, majd szobahén 10 percig inkubaltuk. Az inkubalas utan 1 ml Sol A
hozzaadasa utan centrifugaltuk a mintat (10 perc, 13000 rpm) és az (iledéket 500 pl Sol B-
ben vettiik fel. 45 perces szobahémérsékleten vald inkubalas utan 500 pl fenol-kloroform-
izoamil-alkoholt mértiink a mintahoz, amelyet ezutan ismét centrifugaltunk (10 perc, 13000
rpm). A felilisz6t Gj csébe pipettaztuk, majd 0,1 térfogat Na-acetitot és 1 térfogat
izopropanolt adtunk az elegyhez. 10 perc szobahdémérsékleten vald inkubalas utan ismét
centrifugalas kdvetkezett (10 perc, 13000 rpm), majd a csapadékot 300 ul 70%-os alkohollal
mostuk. Az alkohol eltavolitasa utdn a mintat steril boxban szaritottuk és 32 pl 1x TE oldatban

vettik fel. 7 ul Rnéz A oldat hozzdadasa utan 30 percig 37 °C-on inkubaltuk a mintét.

3.2.3.2. A mtDNS restrikcios emésztése
A mtDNS restrikciés fragmenthossz polimorfizmus (RFLP) analiziséhez az alabbi
reakcidelegyet mértiik 6ssze (20 pl végtérfogatra):

e 10 pl mtDNS

o 2 pl FD puffer (Thermo Fisher Scientific)

o 1 pl Haelll restrikcids enzim (Thermo Fisher Scientific ER0151)

o 7 ul MilliQ viz

1 éjszakén &t 37 °C-on inkubéltuk az elegyet.

3.2.3.3. Gélelektroforézis

A restrikcios emésztést kdvetden a kiillonboz6 méretii fragmenteket gélelektroforézis
segitségével valasztottuk el egymast6l 1% agar6z gélben, 1x TBE puffert hasznalva. Az
elvalasztas 2,5 oOrdn keresztil 100 V-on BlueMarine™ 100 (Serva BM-100.01)
gélelektroforézis  készilékben tortént. A gélek Kkiértékeléset UVP  BioDoc-It

géldokumentacios rendszer segitségével végeztik.

3.2.4. Pulzil6 erdterii gélelektroforézis

A mintakészitést megel6z6 napon 1 kacsnyi éleszt6t oltottunk 30 ml YEL komplett
tapfolyadékba. Masnap megmértilk a sejttenyészet optikai denzitasat A: 590 nm-en, majd a
sejttenyészet stirtiségét 1,3 x 10° sejt/ml-re allitottuk be. Ezt kdvetden centrifugalassal
Ulepitettik a sejtszuszpenziét (5 perc, 4000 rpm) és 2 ml 50 mM-os EDTA-val mostuk a
sejteket. Az lledéket 250 pg/ml Zymoliase-20T-t (USBiological Z-1000) tartalmazé 500 pl
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CPES oldatba vettiik fel, amelyhez 500 pl 1,5 %-0s Low Melting (SIGMA ALDRICH A9414)
agarozt adtunk. Ezt kovetden 6ntéformaba pipettiztuk az elegyet. Az agar6zlapokat dermedés
utan 1,6 ml CPE pufferben inkubaltuk 2 éréan keresztiil 37 °C-on, majd a CPE puffert 1,5 ml
0,5 mg/ml Proteindz K enzimet tartalmazo lizis pufferre cseréltik. A mintat masnap reggelig
50 °C-on inkubaltuk. Masnap reggel a lizis puffert 1x TE pufferre cseréltiik és 20 percig
inkub&ltuk a mintat 50 °C-on, majd friss 1x TE puffert mértiink ra és szobahémérsékleten
inkubdltuk Gjabb 20 percig. Végil eltavolitottuk az 1x TE puffert és 0,5 M-os EDTA-t
mértlink a mintéra, amelyet a felhasznalasig hiitében taroltunk.

A torzsek elektrokariogramjat BioRad CHEF DR 111 (BioRad 170-3695) pulzal6 eréterti
gélelektroforézis készilékkel készitettilk el. Az elvélasztashoz az aldbbi paramétereket
alkalmaztuk: 40-120 sec lineéaris ramping 26 dran &t, 1%-0s agar6z (BioRad 162-3102)
gélben, 200 V-on, 6 V/cm, 14 °C-o0s 2,5 L 0,5x TBE pufferben.

Elvalasztas utan a gélt 5 pl/ml koncentracidju ethidium-bromid oldatban inkubéaltuk 40
percig, majd 0,5x TBE pufferben aztattuk egy éjszakan at 4 °C-on. Masnap az UVP BioDoc-

It géldokumentacids rendszer segitségével készitettlink képet az elektrokariogramrol.

3.2.5. Mitokondrialis markerek vizsgélata
3.2.5.1. Polimeréaz lancreakcié (PCR)
A PCR reakciok soran hasznélt primerek és PCR programok az 7. és 8. tablazatban
vannak feltiintetve. Az ATP6, COX2 és COX3 markerek vizsgalatdhoz alkalmazott primereket
Albertin és munkatarsai 2013-as, a COX1 gén intron mintazatanak vizsgalatdhoz hasznalt

primereket pedig Lopez és munkatarsai 2003-as publikaciojabdl vettiik at.

3.25.1.1. Az ATP6, COX2, COX3 markerek vizsgélata
A reakcidelegyeket a megfeleld primerekkel az alabbi Osszetétellel mértiik dssze
(25 pl végtérfogatra):

e 1 ul mtDNS

e 1 pl 25 mM-os MgCl; (Fermentas MBI)

e 25 puldNTP (5-5 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP)

(Thermofisher Scientific R0141, R0171, R0151, R0161)

e 1-1 ul a megfelel6 forward és reverse primer oldatbol (0,5 pM)

e 2,5 pl Dream puffer (Thermofisher Scientific)

e 0,3 pl Dream Taqg enzim (Thermofisher Scientific EP0712) (5 u/ul)
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o 157 pl MilliQ viz

3.2.5.1.2. A COX1 marker vizsgalata
Az albbi reakcidelegyet allitottuk dssze (100 pl végtérfogatra):
o 1 ul mtDNS
e 1,5 ul 25 mM-os MgCl; (Fermentas MBI)
e 16 uldNTP (5-5 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
(Thermofisher Scientific R0141, R0171, R0151, R0161)
e 1-1 pl a primer oldatokbdl (0,5 uM)
o 10 pl Dream puffer (Thermofisher Scientific)
e 0,5 pl Dream Taq enzim (Thermofisher Scientific EP0712) (5 u/ul)
o 79,9 ul MilliQ viz

7. tablazat. A PCR reakcidk soran alkalmazott primerek.

Primer neve Primer szekvencigja
ATP6f 5'- AGTCTAATCTCAAATTGATCTAATGGTGATGT -3'
ATP6r 5- TTACCTATGATCTTAAGATTATAYGTATCTAG -3'
COXof 5- GTTATTTTCAGGATTCAGCAACACC -3'
COX2r 5'- CAWGMTCCATAGAARACACCTTCTC -3
COX3f 5- TTAGCTTAATTGGTATAGCATTCGTTTTACACACG -3
COX3r 5'- ACCATGCATTGTTAAWGCTAGTGATAATGCTA -3
COX13L 5- GCTTTAATTGGWGGWTTTGG -3'
COX13R 5- ATTGTCATACCATTTGTYCTYAT -3
COX14L 5'- GAAGTAGCAGGWGGWGGWGA -3'
COX15R 5'- GTTAGCTAAGGCWACWCCWGT -3'

8. tblazat. A PCR reakciok soran alkalmazott PCR programok.

Marker PCR program
ATP6 és COX3 95°C 3’ 35x% (95°C 0,5, 56°C 0,5, 72°C 17); 72°C 10’
COX2 95°C 3’ 35x% (95°C 0,5, 53°C 0,5, 72°C 17); 72°C 10’
COX1 95°C 5 35% (95°C 1,57, 52°C 2,5°, 72°C 3,57); 72°C 10°
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3.2.5.2. A COX2 PCR termék emésztése Sfcl restrikcios enzimmel
Az alabbi reakcio elegyet mértiik 6ssze (20 pl végtérfogatra):
e 5l PCR termék
e 2 pl Tango puffer (Thermofisher Scientific)
e 1 ul Sfcl restrikcios enzim (Thermofisher Scientific ER1162)
o 12 pul MilliQ viz

A reakcié elegyet 37 °C-on inkubaltuk 4 éran keresztil.

3.2.5.3. Gélelektroforézis

A PCR reakcidval amplifikalt DNS szakaszokat gélelektroforézissel valasztottuk el
egymastol 1%-os agaroz gélben 1x TBE puffert hasznélva. A futtatds az ATP6, COX2, COX3
markerek esetében 50 percig, a COX1 marker esetében pedig 2 6réig tartott 110 V feszlltség
mellett.

3.2.6. Novekedési teszt

El6z6 nap a torzseket atoltottuk YEA taptalajra. A tenyészetbdl egy kacsnyi mennyiséget
5 ml steril MilliQ vizbe szuszpendaltuk. Ezt koveten megmértiik az elegy optikai denzitasat
(ODsgo), majd a sejtszuszpenziot 0,2 OD siiriiséglire higitottuk és 15-15 pl-t pipettaztunk YEA
és YEG komplett taptalajokra. 1-1 csészét 25 °C-on, 1-1 csészét pedig 37 °C-on inkubaltunk
6 napig.

3.2.7. Tetradanalizis

93 pl steril MilliQ vizhez 7 pl 20 mg/ml koncentracioji Zymolyase-20T enzimet adtunk,
amelybe ezutan 1 pipettahegynyi sporazé élesztotenyészetet szuszpendaltunk. Az igy kapott
elegyet 5 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd 15-17 pl-t szélesztettiink YEA taptalajra. Ezt
kovetéen mikromanipulatorral (Carl Zeiss 2588, Jena) kihlztuk a tetradokat. A CU4 hibridek

tetrddanalizisét Dr. Pappné Karanyicz Edina végezte.
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4. Eredmények

4.1. S. cerevisiae x S. uvarum hibridek vizsgalata

4.1.1. Hibridek izolalasa

Kiilonbo6z6 S. cerevisiae (Sc) (10-167, 10-170, 10-174) és S. uvarum (Su) (10-522, 10-1650,
10-1651) torzsek keresztbe-replikazasa, majd a kindtt telepek kiszélesztése utan 40 prototrof
interspecifikus hibridet sikeriilt izolalnunk, amelyek négyféle torzsparositasbdl szarmaztak
[11. &bra]. Mindegyik torzsparositas esetén 10-10 hibridet izolaltunk, amelyeket CU2 (1-10),
CU3 (1-10), CU4 (1-10) és CU6 (1-10) hibridekként neveztiink el. A kiilonbozé hibrid

csoportok sziil6i torzsei a 9. tblazatban talalhatoak.

S. cerevisiae torzsek S. uvarum torzsek
10-522 10-1650 10-1651
10-167
10-170

10-174

11. dbra. A kiilonb6z6 sziilbi torzsek keresztezésének abrazoldsa. A sziil6i térzsek
auxotrdfok, csak komplett taptalajon életképesek, mig a hibridjeik prototréfok, ezért
minimal taptalajon is ndvekednek. A keresztezés soran a sziildi torzseket minimal taptalajon
keresztbe-replikdztuk és a keresztezési pontoknal hibridtelepek megjelenését vartuk. A
szamok azokat a keresztezési pontokat jel6lik, amelyekbdl szélesztés utan az interspecifikus

hibrid csoportokat izolaltuk: 1: CU6; 2: CU4; 3: CU3; 4: CU2
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9. tdblazat. Az egyes interspecifikus hibrid csoportokhoz tartozé sziil6i torzsek.

Sziiléi torzsek
Interspecifikus hibrid csoportok S su
CU2 (1-10) 10-170 10-1651
CU3 (1-10) 10-174 10-522
CU4 (1-10) 10-170 10-522
CUS6 (1-10) 10-167 10-522

A fenti hibrideken kivil Iétrehoztunk még tovabbi 40 interspecifikus hibridet (A1-A40) a
10-170-es Sc és a 10-522-es Su torzs komplett tapfolyadékban torténdé Keresztezésével,
ugyanis részletesebben szerettilk volna vizsgalni a mtDNS 6roklédését olyan hibridekben,
amelyek egy adott torzsparositashdl szarmaznak, valamint arra is kivancsiak voltunk, hogy a
keresztezési technikanak van-e valamilyen hatisa a mtDNS 6roklédésére. Valamennyi

hibridet -70 °C-on taroltuk az izoléalast kovetden.

4.1.2. A hibridek kariotipizalasa

A kovetkezd 1épésben meg szerettlink volna bizonyosodni arr6l, hogy valdban
interspecifikus hibrideket izolaltunk, nem pedig fert6zés altal 1étrejott telepeket. Ennek
érdekében pulzalo erdterii gélelektroforézissel elkészitettiik a hibridek kariogramjat. Keét
hibrid kivételével jol 1athato volt, hogy a torzsek mindkét sziili faj kromoszémait hordozzak
[12. abra]. Egyediil a CU3. 1 ,hibrid”-r61 deriilt ki, hogy valdjaban a 10-174-es Sc torzsrol
van sz0. Ezenkivil talaltunk egy olyan torzset is (CU3. 8), amely minddssze egy Su

kromoszémat hordozott.
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12. abra. Pulzal6 gélelektroforézissel készitett elektrokariogramok.

Az (a) képen az elsd, a (b) képen a masodik modszerrel 1étrehozott néhany hibrid
kariogramja lathat6. A CU3. 1 ,,hibrid”-r61 a kromoszéma mintaja alapjan kiderilt, hogy
egy Sc torzsrél van sz6. CU3. 8 hibrid minddssze egy Su kromoszomaval rendelkezik,

amelyet a fekete pont jeldl.

4.1.3. A hibridek mitotipizalasa

Miutan megbizonyosodtunk arrol, hogy a torzseink valoban hibridek, kivancsiak voltunk
arra, hogy melyik sziil6i faj mtDNS-e fixalddott bennik. Ezért mtDNS-t izolaltunk a
torzsekb6l, amelyet ezutan Haelll restrikciés enzimmel megemésztettiink, majd a kapott
fragmenteket gélelektroforézissel elvalasztottuk egymastol. Az igy kapott RFLP mintazatot
mitotipusnak nevezzik. A CU2 hibridek kivétel nélkiil Sc, a CUS6 hibridek pedig Su mitotipust
mutattak. A CU3 és CU4 hibridek mitotipusa nagyobb valtozatossagot mutatott. A CU3
hibridek kdzott talaltunk hdrom Su, szintén harom Sc, két rekombinédns mitotipusu hibridet,
valamint egy olyan torzset is, amely RFLP mintazatdban megtalalhaté volt mindkét sziil6
valamennyi savja [13. bra].
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13. &bra. A CUS3 hibridek és sziil6i térzseinek mitotipusa. Su mitotipussal rendelkezé CU3
hibridek: CU3. 2, CU3. 4; Rekombinans mitotipust hibridek: CU3. 5, CU3. 9;
Heteroplazmas hibrid: CU3. 7.; Sc mitotipust hibridek: CU3. 3, CU3. 8, CU3. 10.

A gélképekhez mellékeljiik a DNS marker (M) gyéart6 altal megadott abrjat.

A CU4 hibridek kdzott is talaltunk egy olyan torzset (CU4. 3), amely RFLP mintazatdban
mindkét sziiléi faj Osszes sivja megtalalhato volt. Ezenkiviil hét Sc és két rekombinans
mitotipusd hibrid (CU4. 1 és CU4. 8) tartozott még ebbe a hibrid csoportba.

A CU4 csoporttal azonos sziildi torzsek keresztezésével, de eltérd technikaval 1étrehozott
40 hibrid (A1-A40) kozott két Su, 15 rekombinans és 23 Sc mitotipusd hibridet

azonositottunk. A 14-es &bran néhany, ebbe a csoportba tartozé hibrid mitotipusa lathato.
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14. dbra. Példa a masodik madszerrel létrehozott hibridek mitotipusara. Su mitotipusu
hibrid: A5; Rekombinans mitotipusu hibridek: A2, A6, A8, A15; Sc mitotipusuy hibridek:
Al, A7, A9-Al4, A16-Al9.

4.1.3.1. A CU3.7 és a CU4. 3 hibrid mitotipusa

A CU3. 7 és a CUA4. 3 hibridek mitotipusdban mindkét sziilé Gsszes savja megtalalhatd
volt. Ennek két magyarazata is lehet. Az egyik az, hogy a sejtek mindegyikében jelen van a
Su és a Sc mtDNS is, a mésik pedig az, hogy bizonyos sejtek Su, mig més sejtek Sc mtDNS-
sel rendelkeznek. A kérdés eldontésének érdekében kiszélesztettik a hibrid térzseket minimal
taptalajra, majd a kiilonallo telepekbdl Gijra izolaltuk a mtDNS-t.

A vizsgélat eredményeként azt kaptuk, hogy a CU3. 7 hibrid sejtjeiben megtalalhato
mindkét sziil6i térzs mtDNS-e, mig a CU4. 3 hibrid egy kevert tenyészet, amelyben a sejtek
egy része Sc, masik része pedig rekombindns mitotipussal rendelkezik [15. abra]. A
rekombinans sejtek mitotipusaban megtaldlhaté a Su mitotipusra jellemz6 Gsszes sav, ezért
feltételeztiik, hogy a CU4. 3 hibrid RFLP mintazatat a sziil6i mitotipusok egyuttes jelenléte
alakitja ki.
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(a) (b)

15. dbra. A CU3. 7 (a) és CUA4. 3 (b) hibridek szélesztésével kapott telepek mitotipusai.

4.1.4. A rekombinans hibridek vizsgalata
4.1.4.1. Mitotipus alapjan val6 csoportositas
A rekombinans mitotipussal rendelkezé hibridek RFLP mintazatat tanulmanyozva azt
vettlik észre, hogy tébb hibrid is ugyanolyan mintazattal rendelkezik. A mitotipusuk alapjan
a rekombinans hibrideket nyolc csoportba osztottuk. A csoportositasba csak a CU4 (1-10) és
az A (1-40) hibridek kozott talalt rekombinans hibrideket vontuk be, amelyek kozos

jellemzéje, hogy a 10-170-es Sc és 10-522-es Su torzs keresztezésébol szarmaztak [16. dbra].
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16. dbra. Rekombinans mitotipus csoportok. Az R5 csoport szinte azonos az R4 csoporttal,

minddssze eggyel vagy kettdvel tobb Sc sav kiilonbdzteti meg téle, amelyet a fekete pont

jelol.

10. tablazat. A rekombinans mitotipust hibridek RFLP mintazat alapjan kialakitott
csoportjai.

Rekombinans csoportok Hibridek
R1 Cu4. 1
R2 A21, A24,CUA4. 8
R3 A27
R4 A2, A37
R5 A8, A33
R6 A6, Al5, A38
R7 A4, A35, A39, Ad0
R8 A36
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4.1.4.2. Mitokondrialis markerek vizsgalata

A hibridekben rekombinacidval létrejonnek olyan mtDNS molekulak, amelyek a sziil6i
fajok mitokondrialis alléljeinek kiilonbozé kombinacidit hordozzak. Meg szerettilk volna
tudni, hogy a rekombinans hibridekben bizonyos mitokondrialis gének mely sziil6i fajtol
szarmaznak. Egy korabbi publikécidban (Albertin és mtsi., 2013) sikeresen alkalmaztak PCR
protokollokat a COX2, COX3 és ATP6 mitokondrialis gének Sc és Su alléljeinek
megkuldnbdztetésére, valamint Lopez és munkatarsainak (2000) szintén PCR technika
alkalmazésaval sikerilt intraspecifikus térzsek kozoétt polimorfizmust kimutatni. Az utébbi
madszer a COX1 génben talalhaté intronok szama és elhelyezkedése alapjan tesz kiilonbséget
a kiilonbozo torzsek kozott. A PCR protokollt eredményesen alkalmaztuk fajok kozotti
kilonbségek kimutatasara is.

A gének vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a rekombinans hibridek a CU4. 1 hibrid
(R1) kivételével mind Su COX3 allélt hordoztak, valamint a COX2 gén esetében is magas volt
a Su allél el6fordulasi aranya, csak az A27 (R3) hibrid volt kivétel. Az ATP6 gén esetében a
Sc és Su allélok kozel egyenld aranyban fordultak el6 [17. dbra]. A rekombinans csoportokon
beliil a hibridek azonos ATP6 allélokkal rendelkeztek. Mig a COX2 és COX3 gének esetében
az Su allélek voltak talsulyban, addig szinte minden rekombinédns hibrid COX1 gén intron
mintézata Sc tipusu volt. Két hibridnél (A39, A40) figyeltiink meg a sziil6i alléloktol eltérd

mintazatot (11. tablazat). Az eltér6 mintizat oka lehet a COX1 génen beluli rekombinécio

vagy olyan mutacid, amely megvaltoztatta a primerek bekotédési helyét.
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17. &bra. Az ,,A” csoportba tartozo rekombinans mitotipussal rendelkez6 hibridek ATP6

I6kuszainak vizsgalata PCR technikaval.
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11. tdblazat. A rekombinans mitotipussal rendelkezd hibridek ATP6, COX2, COX3 és

COX1 alléljeinek 6sszefoglal6 tablazata.

Mitotipus Hibridek ATP6 | cCOX2 | cox3 | coxi
R1 CcU4. 1 c* u c c
A21 u u u c
R2 A24 u u u c
CU4. 8 u u u c
R3 A27 u c u c
A2 c u u c
R4 A37 C U U C
RS A8 u u u c
A33 u u u c
A6 c u u c
R6 AL5 c u U C
A38 c u u c
A4 u u u c
- A35 u u u C
A39 u u u R
A40 u u u
RS A36 c u u

* A ,,C”aScallélokat, az ,,U” pedig a Su allélokat jeldli.
**: A sziil6i alléloktol eltéré minta.
4.1.5. A hibridek fertilitdsanak vizsgalata
4.1.5.1. Random spdra analizis
Tébb olyan cikk is megjelent az utdbbi években, amely azt mutatta, hogy a mitonuklearis
inkompatibilités az interspecifikus hibridek sterilitdsat okozhatja (Lee és mtsi., 2008; Chou
és mtsi., 2010; Jhuang és mtsi.,, 2017). Ezért megvizsgaltuk, hogy van-e valamilyen
Osszefliggés a hibridek mitotipusa és fertilitasa kozott. Ennek érdekében el6szor random spora
analizist végeztiink. Egy prototrof tetraploid hibrid, amely két auxotrof sziil6 keresztezésébdl

szarmazik, a meidzis soran allodiploid sporakat hoz Iétre, amelyekben megtalalhaté mindkét
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szlll6 egy-egy kromoszoma készlete. Ebbdl adéddan ezek a sporak prototrofok lesznek.
Viszont, ha a meiozis sordn elvész az egyik auxotrof marker gént hordoz6 kromoszdma, akkor
auxotrof spérak jonnek létre. Ez azért 1ényeges, mert a 10-522-es Su torzs leu2 génje a MAT
I6kusszal egyitt a Ill. kromoszéman talalhaté. Ez azt jelenti, hogy amennyiben a Su IIl.
kromoszdma a meiozis soran elvész, akkor a sporak, mivel a 10-170-es Sc torzs Aleu2
genotipusu, auxotr6ffa valnak, tehat csak leucinnal kiegészitett taptalajon lesznek
életképesek, valamint ezzel egy idében, az egyik MAT l6kusz elvesztése miatt (amely
ugyanezen a kromoszoman helyezkedik el), valosziniileg visszanyerik a fertilitasukat. Tehat
a leucin auxotrdf spdrakrol (S. cerevisiae sziil6i jelleg) feltételezhetjiik, hogy fertilisek. Ezért
a random spdra analizis egy kdzvetett modszer a hibridek fertilitasanak vizsgélatara, amely
segitségével megallapithato, hogy az egyes hibridek milyen ardnyban képeznek auxotréf és
prototrof sporakat.

Az 50 hibrid kdzétt négy (A3, A4, A29, A32) olyat talaltunk, amelyek spérainak kb.
egyharmada leu- fenotipust mutatott. A tdbbi hibrid vagy nem, vagy csak kevesebb, mint 1%
gyakorisaggal hozott létre leucin auxotrof spérakat. Ezért a fent emlitett négy hibridet
fertilisnek, a méasik 46-ot pedig sterilnek tekintettiik. A négy fertilis hibrid kdzil egy Su (A3),
egy R7 rekombinans (A4), kett6 pedig Sc (A29, A32) mitotipussal rendelkezett.

Itt érdemes megjegyezni, hogy egy kivétellel az 6sszes hibrid jo sporaképzé képességgel
rendelkezett. Egyedil az A27-es hibrid nem hozott Iétre sporakat.

4.1.5.2. Tetradanalizis mikromanipulaciéval

Valédi fertilitasrol akkor beszélhetlink, ha a meiozissal létrehozott sporak életképesek,
vagyis kilén-kilon képesek telepképzésre is (ezekre a telepekre spéraklonként hivatkozok),
tovdbbd ezek a spéraklénok is képesek tovabbi életképes sporék létrehozasara. Ezt
tetradanalizissel vizsgaltuk meg; nagyon vékony iivegtli segitségével elvalasztottuk
egymastdl a négy meiotikus leszarmazottat, miutan kiszabaditottuk 6ket az aszkuszukbol.
Majd az igy kapott F1 sporaklénokkal (spéréztatds utan) megismételtik a folyamatot.
Amennyiben az F1 sporakldnok meiotikus termékei életképesek voltak, a hibridet fertilisnek,
ellenkez6 esetben pedig sterilnek tekintettik.

Mind a fertilis, mind pedig a steril allotetraploid hibridek képesek életképes sporakat (F1
sporaklonok) létrehozni. A fertilis hibrideket az kiilonbozteti meg a sterilektdl, hogy a
spdrakldnokban a sejtek (parosodasi tipusvaltds utdn) képesek egymassal konjugélva
allotetraploid F2 nemzedéket létrehozni. Az F2 nemzedék az F1 hibridekhez hasonldan
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szintén képes életképes sporakat (F2 spéraklonok) képezni. Ezzel ellentétben, a steril hibridek
sporai nem konjugalnak egymassal, az altaluk képzett telepek allodiploid sejtekbdl allnak,
amelyek vagy egyaltalan nem sporaznak vagy az altaluk képzett sporak nem életképesek.

A tetradanalizis soran azt tapasztaltuk, hogy mind a négy fenti hibrid képes volt életképes
F2 spéraklonokat képezni, tehat valdban fertilisek. A steril hibridek kozil is kivalasztottunk
parat (A2, A5, A7, CU4. 1) tetradanalizisre, sikeresen izolaltunk bel6liik F1 spéraklonokat,
majd néhany F1 spoéraklon altal képzett tetrdd (egy aszkuszban talalhaté négy spdra)
életképességét is megvizsgaltuk. A varakozasainknak megfeleléen nem kaptunk életképes F2
sporaklonokat. Az F1 spéraklonokat viszont felhasznaltuk a mitokondrialis 6r6kl6dés tovabbi

vizsgalatdnak céljabdl.

4.1.6. A hibridek novekedés vizsgalata magas hémérsékleten és nem-fermentalhato

szénforrason

Egyre gylilik azoknak a publikdcioknak a szdma, amelyek a mitotipust Osszefiiggésbe
hozzak a hdmérséklet-toleranciaval (Baker és mtsi., 2019; Li és mtsi., 2019). Ezért mi is meg
szerettiik volna vizsgalni, hogy a kiilonb6z6 mitotipussal rendelkezd hibridek ndvekedési
képessége kozott van-e eltérés kiillonboz6 hdmérsékleteken.

A hibridek nem-fermentalhatd szénforrason torténd novekedési képességének vizsgalata
pedig nagyszerii lehetéséget adott annak kideritésére, hogy vajon a mitokondridlis gének
kiilonboz6 allélkombinacidi befolydsoljik-e a mitokondridlis mitk6dést. Van ugyanis egy
olyan elmélet, amely szerint a mitokondrialis allélek az evollcié sordn egymashoz
alkalmazkodva fejlodtek. Egy esetleges mtDNS-ek kozdtti rekombinacio létrehozhat kevéshé
hatékony allélkombinacidkat, ami negativ hatassal lehet a hibridek oxidativ foszforilaciéjara.

A novekedési tesztek elvégzése utdn azt tapasztaltuk, hogy 37 °C-on, fermentélhat6
szénforrason valamennyi hibrid képes volt ndvekedni jo vagy kdzepes mértékben. Az utdbbi
nem mutatott egyértelmii 6sszefliggést a mitotipussal. A két Su mitotipusu hibrid valamint az
R3, R4, R5, R7 és R8 csoportba tartoz6 rekombinans hibridek kozepes mértékben
ndvekedtek. Viszont a Sc mitotipusu és az R2 és R6 csoportokba tartozé rekombinans hibridek
kozott volt, amelyik jol nétt és volt, amelyik csak kozepes mértékben [18. abra]. Az R1
csoportba tartozé CUA4. 1 hibrid pedig jé ndvekedést mutatott.

Nem-fermentalhatd szénforrason, 25 °C-on egyediil az A27 hibrid nem nétt, vagyis
vélhetGen elvesztette a respiracios képességét. Magas hémérsékleten, nem-fermentalhat6

szénforrason a rekombinéans csoportokon belil a hibridek ndvekedési képessége hasonlé volt.
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Harom rekombinans csoportba (R2, R3, R7) tartozo hét hibrid elvesztette a ndvekedési
képességét, az R4 és R5 csoport tagjai pedig gyenge vagy kizepes névekedést mutatattak [18.
abra].

Megvizsgéltuk azt is, hogy van-e valamilyen 6sszefiiggés a hibridek magas hémérsékleten
val6 respiracids képessége és az ATP6 gén eredete kdzdtt. Azt vettiik észre, hogy a respiracios
képességliket elvesztett hibridek mind Su ATPG6 allélel rendelkeztek, viszont az R5 csoportba
tartozd, szintén Su ATP6 genotipusu hibridek kdzepesen j6l ndvekedtek. Az Sc ATP6
genotipusu hibridek kozil egy sem vesztette el teljesen a respiracids képességét, viszont az
R4 csoportba tartozo két hibrid csak gyenge és kdzepes novekedési képességgel rendelkezett
(12. téblazat).

12. tablazat. A sziil6i torzsek és a kiilonb6z6 rekombinans mitotipussal rendelkezé hibridek

novekedési képessége 37 °C-on, nem-fermentalhat6 szénforrast tartalmazé taptalajon (YEG).

37 °C, YEG
Torzsek Mitotipus ATP6

10-170 Sc c* C RR S e
10-522 Su U U -
Cu4.1 R1 C +++
A21, A24,CU4. 8 R2 U -
A27 R3 U -
A2 R4 C ++
A37 R4 C +
A8, A33 R5 U ++
A6, Al5, A38 R6 C +++
A4, A35, A39, A40 R7 U -
A36 R8 C +++

* A ,,C”aScallélokat, az ,,U” pedig a Su allélokat jeldli.
**. A ndvekedési képesseg mértékét 1-3-as skalan + jellel jeldltik, a — jel novekedési

képesség hidnyat mutatja.
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18. abra. A rekombinans mitotipussal rendelkez6 torzsek ndvekedési képessége kiilonbozé

taptalajokon és hémérsékleteken. YEA: gliikozt tartalmazé komplett taptalaj; YEG: glikoz

helyett glicerolt (nem-fermentalhatd szénforrést) tartalmazé komplett tiptalaj. A C a 170-es

Sc torzset, az U pedig a 10-522-es Su torzset jeldli. Az azonos mitotipusu trzseket azonos

szinekkel jeloltuk. Az R2, R3 és R7 rekombinéns csoportokba tartozo hibridek elvesztették
a respiracios kepesseguket 37 °C-on. Az R4 csoport tagjai kdzepes-gyenge ndvekedést

mutattak.

4.1.7. A sporaklonok vizsgélata

4.1.7.1. Novekedés-vizsgalat

A spéraklonok esetében is kivancsiak voltunk arra, hogy tapasztalhat6-e kiilonbség a
hémérséklet-tolerancigjukban és a nem-fermentdlhatd szénforrdson valé novekedési
képességiikben. Osszesen 10 tetradot valasztottunk ki a vizsgalatra.

Magas hémérsékleten, nem-fermentalhatd szénforrdson minden Sc mitotipusu hibridt6l
szarmazo sporaklon jol névekedett, mig a Su mitotipussal rendelkez6 hibridektdl szarmazd
11 sporaklon koziil csak négy. A rekombinédns hibridektdl szarmazo sporaklonok pedig egy
tetrdd harom spéraklonjanak kivételével mind elvesztették a ndvekedési képességiiket annak
ellenére, hogy a rekombinans hibridek, amelyekt6] szarmaztak, egy kivétellel jo ndvekedést

mutattak azonos koriilmények kdzott.
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Tobb olyan sporaklont is talaltunk, amely képtelen volt szobahémérsékleten, nem-
fermentalhat6 szénforrdson ndvekedni, vagyis teljesen elvesztette a respiracios képességét.
Ez elsésorban rekombinans hibridekt6]l szarmazo sporaklonoknal volt megfigyelhetd, de
harom, egy tetradba tartoz6 Su mitotipusu hibridt6l szarmazd sporaklont is talaltunk koztik.

Erdekes modon két rekombinans hibrid (A2, CU4. 1.) néhany spoéraklonja 37 °C-on,
fermentalhat6 taptalajon is alacsony ndvekedési képességet mutatott vagy nem volt képes
novekedni (13. tablazat).
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13. tablazat. A

sporaklonok ndvekedési

képessége kiilonb6zo

taptalajokon és

homérsékleten. YEA: gliikozt tartalmazo komplett taptalaj; YEG: gliikoz helyett glicerolt

(nem fermentalhat6 szénforrast) tartalmaz6 komplett taptalaj.

Spoéraklénok A sziil6i hibridek 25°C | 37°C | 25°C | 37°C
mitotipusa és YEA | YEA | YEG | YEG
ndvekedési képessége
(37°C, YEG)
A2. 3. tetrad a, b FH+* |+ 4+ -
A2. 3. tetrad ¢ +++ +++ R -
A2.5. tetrad a, b, c, d +++ +++ 4+ -
A2.6.tetrdd a, ¢ R4 |+ i i
Rekombinéns
A2. 6. tetrad b ot +++ + - -
A2. 6. tetrad d +++ +/- +++ -
A3. 1. tetrad a Su +++ +++ +++ +++
A3. 1. tetrad b, ¢, d T +++ +++ 4+ -
R7
A4.5. tetrad a, b, ¢, d Rekombinéns | A | -
Ab. 2. tetrad a +4++ +4++ +++ +
AS5. 2. tetrad b, ¢, d s FETRFIRSS NIFITES VI I
u
A5 4 tetl’é.d a +++ +++ +4++4+ +++ _/+
Ab. 4. tetrad b, ¢, d +++ +++ - -
Sc
A29.1.tetrad a, b, c, d +++ ot | At | A |
Sc
A32.1.tetrdd a, b, ¢, d +++ +4++ | A+t | A | A
CU4.1.7.tetrdd a, b, ¢ +4++ | A+t | A | A
CU4. 1. 7. tetrad d RL PP U B _
Rekombinans
CU4.1.9.tetrdd a, b +++ +++ - - -
CU4.1.9. tetr&d c, d +++ 4+ - -

*: A ndvekedési képesség mértékét 1-3-as skalan + jellel jel6ltiik, a — jel ndvekedési képesség

hianyat mutatja.
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4.1.7.2. A prototroéfia vizsgalata

Az auxotrof sporékat kb. 30% gyakorisaggal létrehozé hibridek (A3, A4, A29, A32) altal
létrehozott tetrddok tobbségénél azt figyeltiik meg, hogy az auxotrof és prototrof sporaklonok
aranya 1:1, a tetradok egy kis részénél pedig 3:1. Az auxotr6f sporakat csak kevesebb, mint
1% gyakorisaggal 1étrehoz6 hibridekbdl kihuzott tetradok esetén, a sporaklonok a vartnak
megfelelden prototrofok voltak.

A torzsek auxotréfiaja, vagyis a MAT lokusz elvesztése, és a fertilitas kozotti kapcsolat
meglétét erdsiti az a tény, hogy minden elsére kivalasztott auxotrof F1 sporaklon tenyészetbol

sikeruilt életképes F2 sporaklont izolalnunk.

4.1.7.3. Kariotipizalas

A sporaklénok kariotipusanak vizsgalatat tobb szempontbdl is fontosnak tartottuk.
Egyfeldl értékes informéciot nyujt a hibridek genom-osszetételét illetden, masfel6l meg
szerettiik volna azt is nézni, hogy az életképes F2 spdrakldnokat létrehozo hibridek altal
képzett F1 spérakldnok esetében valdban hidnyzik-e az Su lll-as kromoszéma, ahogy azt
korébban feltételeztiik. Tovabba kivancsiak voltunk arra, hogy azok a spéraklonok, amelyek
magas hoémérsékleten elvesztették a respirdcids képességiiket mutatnak-e eltérést a
kromoszéma mintazatukban.

A vizsgélatba az A4. 5-0s és az A2. 6-0s tetradot vontuk be. A kivalasztott tetrddok
tulajdonségait a 14. tablazat foglalja 6ssze. A spérakldnok kariotipusa a két fertilis A4. 5-6s
tetradba tartozd sporaklént leszamitva egységes volt, a Sc és a Su valamennyi kromoszémaja
jelen volt benniik [19. abra]. A két fertilis sporaklon esetében a vartnak megfelelden hianyzott

az Su lll-as kromoszoma [19. abra (a) része].
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14. tablazat. A Kkariotipizalt spéraklonok tulajdonsagai

Sporaklon Auxotrof/ | Novekedési | Novekedési | A sziil6i hibrid mitotipusa
Prototréf* képesség képesség és novekedési képessége
25°C, YEG | 37°C, YEG 37°C, YEG
A4.5. tetrdd a, d A +H+* - Rekombinéns, R7
A4.5. tetrdd b, ¢ P +++ - -
A2.6.tetrdd a, b, c P - - Rekombinéns, R4
A2. 6. tetrdd d P +++ - +++

*: Az ,,A” auxotrofiat, a ,,P” prototrofiat jelol.
**. A novekedési képesség mértékét 1-3-as skalan + jellel jeloltik, a — jel novekedési
képesség hianyat mutatja.

(a) (b)
$
<

3
¢
¥
<

44/5d
Aq

19. abra. Spéraklénok pulzald gélelektroforézissel készitett elektrokariogramja. Az A4
hibrid 5a és 5d leucin auxotrdf sporaklénjainak esetében jél lathato a Su 111, kromoszéma

hidnya, amit a fekete pontok jeldInek.

4.1.7.4. A sporaklénok mitotipusanak meghatarozasa

A kovetkezd 1épésben a sporaklonok mitotipusat szerettiik volna megvizsgalni annak
kideritése érdekében, hogy torténik-e tovabbi rekombinaci6 vagy valtozas a mtDNS-ben a
meidzis sorén, illetve lathat6-e valamilyen eltérés az olyan spéraklonok mitotipusaban,
amelyek 25 °C-on, nem képesek respiraciora.
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Osszesen 20 tetradbdl izolaltunk mtDNS-t. A kivélasztott tetradok koziil harom Su
mitotipusu (A3, A5), ketté Sc mitotipust (A32, A29), 15 pedig rekombinans mitotipust (A2,
A4, CU4. 1) hibridektdl szarmazott. Hét tetrad tartalmazott legalabb egy olyan spéraklont,
amely teljesen elveszitette a respiracios képességét.

Azt tapasztaltuk, hogy a 25 °C-on respiracios képességiiket meg6rzott sporaklénok
MtDNS-ében nem tortént kimutathatd valtozas, a hibridekkel megegyezé RFLP mintazattal
rendelkeztek. Az oxidativ foszforilacidban gatolt spéraklénok mitotipusa viszont minden
esetben megvaltozott, a legtdbb spoéraklonnal savok elvesztése volt megfigyelhetd, egy
esetben pedig Uj savok jelentek meg a hibridek RFLP mintazatahoz képest [20. abra].

20000
10000

20. &bra. Spéraklonok mitotipusa. (a) A rekombinans mitotipust A2 hibridtél szarmazo
spéraklénok. Az 5-6s tetrad minden tagja és a 6d sporaklon megérizte a respiracios
képessegét 25 °C-on. (b) A Su mitotipusi A5 hibrid 2. tetradja, a sporaklénok a 2a

kivételével jo névekedést mutattak 37 °C-on, nem-fermentalhaté szénforrason. (c) A Su

mitotipust A5 hibrid 4. tetrddja, a sporaklonok nem vagy csak gyengén ndvekedtek 37 °C-
on nem-fermentélhat6 szénforrason. Savvesztés figyelheté meg a kovetkez6 sporaklonok
esetében: A2/6a, b, c; A5/4b, ¢, d. Ezek a sporakldnok a respirécids képességiiket is

elvesztették.
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4.1.7.5. A megvaltozott mitotipusu spéraklonok mitokondrialis génjeinek vizsgalata

A respiracios képesség elvesztése, valamint a mtDNS RFLP mintazatanak drasztikus
megvaltozdsa indokolttd tette, hogy megnézzik, hogy van-e kimutathaté valtozas a
mitokondridlis markerek szintjén azoknadl a sporaklonoknal, amelyek elvesztették a
respiracios képességiket.

A legtdbb ilyen sporaklonnal a COX3 marker elvesztését tapasztaltuk, esetenként az ATP6

és a COX1 markerek hianya is megfigyelhet6 volt (15. tablazat).

15. tablazat. A 25 °C-on respiracios képességet elvesztett sporaklénok mitotipusa és a

mitokondrialis markerek megléte (+), illetve hianya (-).

Spdraklénok Sziil6i hibrid ATP6 COX2 | COX3 | COX1
mitotipusa
A2. 3. tetrdd ¢ + + - -
A2. 6. tetrad a R4 + + - +
A2. 6. tetrad b + + - +
A2. 6. tetrad ¢ + + - +
Ab. 4. tetrad b + + - +
Ab. 4, tetrad ¢ Su + + - +
Ab5. 4. tetrad d + + + +
CU4.1. 7. tetrad d - + - +
CU4. 1. 9. tetrdd a - + - +
CU4. 1. 9. tetrad b R1 + + - +
CU4. 1. 9. tetrad ¢ - + - -
CU4. 1. 9. tetrad d - + - -
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4.2. S. uvarum x S. kudriavzevii x S. cerevisiae interspecifikus harmashibridek

MtDNS-ének vizsgalata

A tanszékiinkon az interspecifikus hibridek vizsgalata igen hosszd multra tekint vissza, a
kettéshibrideken kiviil a harmashibridek kutatdsa is el6térben van. Az alabbiakban a
kutatocsoportom eredményeit ismertetem (én csak a kromoszéma markerek tervezésében és

vizsgélataban vettem részt).

Az egyik kutatasunk sordn a 10-1651 S. uvarum és a 10-1653 S. kudriavzevii (Sk) torzset
kereszteztik egymassal, majd az igy kapott kettdshibridek egyikét (II/6) sikeresen
hibridizaltuk a 10-170-es Sc térzzsel. A keresztezésbdl sikeresen izolaltunk &t interspecifikus
harmashibridet (H1-H5).

Minden Kkeresztezésbe vont sziil6i torzs, valamint a kett6shibrid is auxotréf volt, ami
lehetévé tette hibridek izoldlasat megfeleld taptalajokon. A keresztezések sikerességét pulzald
erfterii gélelektroforézis segitségével is leellendriztiik. A kettdshibrid kariogramjan jol
lathat6 a Su és a Sk kromoszémak egyiittes jelenléte. A hdrmashibridek esetén a kromoszémak
nem voltak jol elkiilonithetek egymastol, viszont a kariogramon latszik, hogy a genomjukban
eléfordulnak Su, Sk és Sc kromoszémak is, tehat valdoban a harom faj keresztezésébdl

szarmazo hibridek, nem pedig fertdzés altal kindtt telepek [22. abra].
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22. abra. A sziil6i torzsek, a 11/6 Su x Sk kettdshibrid és a Su x Sk x Sc harmashibridek
(H1-H5) kariotipusa. A fehér pontok két Sc-t61 szarmaz6 kromoszomat jeldlnek a

h&rmashibridek kariogramjaban.

Kivancsiak voltunk, hogyan 6roklédik a mitokondrialis genom ezekben a hibridekben. A
a hibridek mitotipusénak vizsgalata sordn azt tapasztaltuk, hogy a kettéshibrid Sk, a
harmashibridek pedig tisztan Sc mtDNS-sel rendelkeztek [23. abra].
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23. bra. A sziil6i torzsek, a 11/6 Su x Sk kettdshibrid, és a Su x Sk x Sc harmashibridek
(H1-H5) mitotipusa. A képhez csatoltuk a DNS marker (M) gyarté altal megadott abrajat.
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5. Eredmények megbeszélése

5.1. Kiilonb6zo torzsparositasokbol szarmazé hibridek mitotipusa

A Saccharomyces fajoknal a mitokondrialis genom 6rokl6dése biparentalis, a zigotaba
bekeriil mindkét sziiléi torzs mtDNS-e, kialakul egy heteroplazmias allapot, amely viszont
csak atmeneti: néhany osztodasi ciklus utan csak az egyik sziil6re jellemz6 mtDNS molekula
mutathato Ki a sejtekben, vagyis a sejtek homoplazmiassa valnak (Birky, 1978; Dujon, 1981).

Kiilonboz6 torzsparositasokbol szarmazoé hibridek mitotipusanak vizsgélataval szerettiink
volna pontosabb képet kapni arr6l, hogy a kiilonb6z6 sziildi torzsek milyen hatékonysaggal
orokitik tovabb a mtDNS-iiket. Kezdethen ugyanis a kutatdk azt figyelték meg, hogy bizonyos
fajok keresztezésekor mindig ugyanannak a fajnak a mtDNS-e mutathato ki a hibridekben (de
Vero és mtsi., 2003; Antunovics és mtsi., 2005). Kés6bb viszont egyre tobb arra utalo kisérleti
eredmény sziiletett, hogy a hibridek mitotipusa erésen fiigg a torzsparositastol (Verspohl és
mtsi., 2018).

Kétféle mddszerrel dsszesen 79 interspecifikus Sc x Su hibridet izolaltunk, amelyek kozil
az els6 modszerrel 1étrehozott CU4, és a masodik modszerrel 1étrehozott ,,A” hibridcsoport a
10-170 Sc és 10-522 Su keresztezésbdl, a szintén elsd modszerrel 1étrehozott CU2, CU3 és
CUS6 csoport pedig kiilonboz6 sziil6i torzsek parositasabol szarmazott. A CU2, CU4 és CU6
csoportokba 10-10, a CU3 csoportba kilenc, az ,,A” csoportba pedig 40 hibrid tartozott.
Pulzalo erdterti gélelektroforézis segitsegével megbizonyosodtunk arrél, hogy a torzseink
valoban hibridek. A CU3. 8 hibrid kivételével az 6sszes torzsben megtalalhato volt a két sziiléi
faj kromoszomainak legalabb egy-egy példanya. Ot harmashibridet is izolaltunk, amelyek a
10-1651 Su x 10-1653 Sk kett6shibrid és a 10-170 Sc torzs keresztezésébdl szarmaztak.

A CU2 (10-170 x 10-1651) hibridek mind Sc, a CU6 (10-167 x 10-522) hibridek pedig
mind Su mitotipussal rendelkeztek. A CU3 (10-174 x 10-522) csoport tagjai kdzott volt négy
Sc, harom Su, két rekombinans mitotipusa hibrid, illetve egy olyan térzs is, amelyben mindkét
sziil6 mtDNS-e megtalalhat6 volt (heteroplazmia). A CU4 (10-170 x 10-522) hibridek kdzott
Su mitotipusu torzset nem talaltunk, de azonositottunk egy torzset, amely kétféle mitotipusi
sejtpopuléciébol allt, valamint két rekombinéns és tébb Sc mitotipust torzset. Az
ugyanezekt6l a sziil6i torzsektSl szarmazo A1-A40 hibrid kézott két Su, 15 rekombinéns és
23 Sc mitotipust térzset talaltunk. Harmashibridjeink (10-1651 Su x 10-1653 Sk x 10-170 Sc)

valamennyien a harmadik partner, a Sc mtDNS-ét o6rokolték, mig a kettdshibrid a Sk

66



mitokodrialis genomjat ,,valasztotta” a Su-é helyett. Tovabbi harmashibridek vizsgalata soran
sem talaltunk rekombinans mintazatd torzseket.

A mi eredményeink is azt mutatjak, hogy az interspecifikus hibridek mitotipusat erésen
befolyasolja, hogy mely térzseket keresztezzilk egymassal. A 10-170-es Sc torzs a 10-1651-
es Su torzzsel szemben abszolit ,,uralkod6” volt, csak ugy mint a 10-522-es Su torzs a 10-
167-es Sc torzzsel szemben. A két ,,dominans” torzset egymassal keresztezve (CU4 és Al-
A40 hibridek) pedig egyfajta részleges hierarchia lépett fel: Sc, Su és rekombinans mitotipust
hibridek is létrejottek, viszont a Sc mitotipuslak voltak dont6 tobbségben, az 50 hibrid 62%-
at alkottak. A CU3 (10-174 Sc x 10-522 Su) hibridek esetében is hasonlo jelenséget
tapasztaltunk. A 10-1651-es Su torzs a Sk-vel vald keresztezés soran is gyengébb jelleget
mutatott, mig a 10-170 Sc t6rzs erésebbnek bizonyult a Sk-vel szemben is. A jovében érdemes
megvizsgalni tobb faj, tobb torzspéarositasaval létrehozott hibridek mitotipusat annak
kideritése érdekében, hogy a torzsek kozotti ,,er6sebb-gyengébb” viszony altalanos jelenség-
e.

Még nem ismerjik az okat annak, hogy miért az egyik vagy a masik térzs mtDNS-e
adodik tovabb nagyobb eséllyel a hibridekbe. A kutatocsoportunk elképzelhetnek tartja,
hogy az a mechanizmus, amely eldonti, hogy mely mtDNS molekula replik&lédjon, valamiért

elényben részesitheti az egyik mtDNS valtozatot a masikkal szemben.

5.2. Homoplazmia

A szakirodalmi adatokhoz hasonléan a hibrideink 97%-a homoplazmiat mutatott, vagyis
csak egyféle mtDNS-sel rendelkezett, amely Sc, Su vagy pedig rekombinans volt. A 79 hibrid
kozott mindossze két kivétel adodott: a CU3. 7 hibrid sejtjeiben jelen volt mindkét sziil6i
mtDNS molekula, a CU4. 3 hibrid pedig egy kevert populaciébdl éllt, amelyben a sejtek egy
része Sc, masik része pedig rekombinans mitotipusi volt. Tudomésunk szerint més
kutatocsoportok még nem taléltak olyan Saccharomyces hibrideket, amelyeket kiilonb6z6
mitotipust szubpopulaciok alkottak.

A homoplazmia kialakulasdnak molekulédris mechanizmusa még nem tisztazott. Egy
lehetséges magyardzat lehet néhany mtDNS szelektiv replikdcidja és sarjba torténd
transzportja (Ling és Shibata, 2004). A homoplazmia kialakulasa valdszintileg fokozatosan
megy végbe, ami azt jelenti, hogy kezdetben kiilonb6z6 szubpopulaciokbol all a tenyészet.
Vannak arra utalé adatok, hogy ezalatt egy heteroplazmias és egy homoplazmias

szubpopulaciot kell érteni, de az is el6fordulhat, hogy tobb homoplazmias (a két sziil6i
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és/vagy rekombinans mitotipusok) és heteroplazmias szubpopulacio alkotja kezdetben a
telepet, amelyek kozul az egyik késobb tulndvi a tobbit (Albertin és mtsi., 2013). A két
homoplazmias szubpopuléciébdl allé CUA4. 3 hibrid létezése is arra utal, hogy kezdetben tébb
homoplazmias szubpopulacio is jelen lehet a tenyészetben, valamint, hogy a kiilonbozo
szubpopulaciék nem minden esetben szoritjak ki egymast. A CU3. 7 hibrid pedig arra hivja
fel a figyelmet, hogy a heteroplazmias allapot nem csak atmeneti lehet, akar stabilizalddhat
is.

A tovabbi vizsgalatokba kizar6lag a 10-170-es Sc és 10-522-es Su torzs keresztezésébdl
szarmazd 50 hibridet (CU4. 1-10 és A1-40) vontuk be.

5.3. A mtDNS rekombinécidja

A kutatocsoportunknak elséként sikerlilt nagy szamban rekombindns mitotipusd
interspecifikus Saccharomyces hibrideket izolalni, illetve a rekombinans mitokondrialis
genomokban el6forduléd allélkombinacidkat megvizsgalni. El6ttiink csak egy kutatécsoport
talalt minddssze harom rekombinans torzset 83 hibrid kdzétt (3.61%) (Verspohl és mitsi.,
2018). A hibrid torzseink 34%-a rekombinans mitotipussal rendelkezett, ami az
intraspecifikus hibrideknél tapasztalt rekombinéciés gyakorisaghoz (25-40%) mérhet
(Dujon és mtsi, 1974; Wolters és mtsi., 2018). A rekombinans hibridek magas ardnya arra
utal, hogy a Sc és a Su mitokondrialis tubulusok egyméssal kdnnyen fuzionalnak, hiszen ez
elofeltétele annak, hogy a benniik talalhaté mtDNS molekulak egymassal rekombinalodjanak.
A rekombinacio lejatszodasa utdn a mitokondridlis tubulusok valdszinileg hasadasi
folyamaton is keresztiilmennek, hogy létrejohessenek olyan tubulusok, amelyek a két sziiléi
genom rekombinans valtozatat tartalmazzak. Ezért elképzelhetd, hogy az interspecifikus Sc x
Su zigétdk mitokondridlis haldzatanak dinamikaja hasonlé a vegetativan oszt6dd Sc
sejtekéhez.

A rekombinans hibridekben meglep6en magas volt a Su COX2 és COX3, valamint a Sc
COX1 allélek aranya. A Sc és a Su ATP6 allélek pedig kdzel azonos aranyban oszlottak meg
a rekombinans hibridek kozott. Azt is megfigyeltiik, hogy a rekombinans csoportokon beldil
a hibridek azonos ATP6 allélt hordoztak. Eredményeink arra utalnak, hogy a rekombinéacio a
két genom kozott vagy nem véletlenszer(i helyeken torténik vagy pedig a COX alléloknak ez
a kombinacidja elényosebb a mitonukledris és/vagy mitokondridlis allélek kozotti
kolcsonhatasok szempontjabdl a hibridek szaméra. A dolgozatom kisérleteinek befejezése

utan sziilletett meg a sziilok, illetve néhany interspecifikus hibrid mitokondridlis genom
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szekvenciaja. Mivel jomagam ezekben a kisérletekben mar nem vettem részt, nem hasznaltam
fel ezeket az eredményeket. Azonban a két sziilé6 mitokondridlis DNS-ét a Filiggelék
fejezetben mégis bemutatom, mivel egymashoz valé hasonlitasuk, illetve a rajtuk

elhelyezkedd, altalam is vizsgalt gének helyzete érdekes lehet az Olvasd szdmara.

5.4. A rekombinins mitotipussal rendelkezé hibridek novekedési képességének
vizsgalata magas hémérsékleten, nem-fermentélhat6 szénforrason

Intraspecifikus hibridekkel végzett kisérletek azt mutattak, hogy a rekombinans mitotipussal
rendelkez§ hibridek fitnesze magas hémérsékleten, nem-fermentalhaté szénforrason (a
torzsek csak oxidativ foszforilacioval tudnak energiat termelni) sok esetben alacsonyabb, mint
a sziil6i mitotipusokkal rendelkez hibrideké (Wolters és mtsi., 2018). Wolters és munkatarsai
szerint ez azzal magyardzhat6, hogy a mitokondridlis allélek egyméshoz alkalmazkodva
fejlodtek az evolicid soran, hogy a leheté leghatékonyabban miikodd fehérjekomplexeket
tudjak kialakitani. A rekombinacié ezeket az allélkombinaciokat felbontja, ami a
proteinkomplexek miikddési hatékonysaganak csokkenését eredményezheti. Magas
hémérsékleten a fehérjekomplexek instabilabbd valnak, ezért az egymaéssal kevéshé
hatékonyan kdlcsdnhaté komponensek széteshetnek (He és mtsi., 2016). Ezzel az elmélettel
Osszhangban egy mésik kutatécsoport arrél szamolt be, hogy bizonyos Sc allélokat Su (COX1
és ATP6) allélokra cserélve az altaluk hasznalt Sc t6rzs magas hémérsékleten elveszitette a
respiracios képességét (Li és mtsi., 2019).

Az altalunk vizsgalt minden hibrid képes volt 37 °C-on, fermentalhaté szénforrdson a
mitotipusuktdl fliggetleniil novekedni. Viszont magas hOmérsékleten, nem-fermentalhato
szénforrdson mi is azt tapasztaltuk, hogy harom rekombinans csoportba tartozé hét hibrid
elvesztette a novekedési képességét, mig az Osszes sziiléi mitotipussal rendelkezd torzs
meglrizte azt. Tehat interspecifikus hibridek esetén is elmondhatd, hogy a mtDNS
rekombinacioja sok esetben hatrdnyosan hat a hibridek fitneszére a fent emlitett tenyésztési
korilmény kozott. A rekombinans csoportokban a hibridek névekedési képessége kozel
azonos, ami arra utal, hogy a rekombinacioval Iétrejové 10j allélkombinaciok erdsen
befolyasoljak a hibridek respiracids képességét.

Megvizsgaltuk azt is, hogy a hibridek respiracios képessége magas homérsékleten
Osszefliggésben van-e az ATP6 gén eredetével. Azt tapasztaltuk, hogy minden hibrid, amely
elvesztette a respiracios képességét Su ATP6 alléllel rendelkezett, de az R5 rekombinans

csoportba tartozo, szintén Su ATP6 alléllel rendelkezd hibridek kdzepes mértékben képesek
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voltak névekedni. A hét Sc ATP6 genotipust hibrid kozil egyik sem vesztette el a respiracios
képességét, viszont az R4 csoportba tartoz6 két hibrid csak gyenge és kdzepes ndvekedési
képességgel birt, mig a mas csoportokba tartoz6 szintén Sc ATP6 genotipusu hibridek jo
novekedéssel rendelkeztek. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az ATP6 allélikus
variansainak fontos szerep jut a hibridek magas hémérsékleten vald respiracios képességének

kialakitasaban, viszont mas tényezok hatédsa is érvényesiil.

5.5. A hibridsterilitas vizsgalata

A hibridsterilitas legelfogadottabb magyarazata, hogy a hibridekben a homeoldg
kromoszOmék a meidzis sordn nem tudnak parba allni, ezaltal a hibridek nem képesek
életképes gamétékat képezni (Delneri és mtsi., 2003; Charron és mtsi., 2014). Novény és
Saccharomyces fajokndl is kimutattak, hogy ez a sterilitasi barrier athidalhat6 teljes genom
duplikécié altal (Banno és Kaneko, 1989; Charron és mtsi., 2019). A koztudatban még
kevéshé elterjedt, hogy a Saccharomyces fajokra jellemz6 egy masodik sterilitasi barrier
megléte is, amely az allodiploid spdraklonok MATa/MATa heterozigétasagabdl adodik
(Pfliegler és mtsi., 2012; Sipiczki, 2018). A két allélrol atirodé fehérjék egymassal
Osszekapcsolddva létrehoznak egy represszort, amely meggatolja a konjugacidért felelGs
gének aktivalasat. Tehat hidba képz6dnek életképes F1 sporaklonok, ezek nem lesznek
képesek egymassal konjugalva F2 nemzedéket létrehozni (van Werven és Amon, 2011;
Haber, 2012). Ez a sterilitasi barrier is attorheté amennyiben a meidzis soran az egyik MAT
I6kuszt hordoz6 kromoszéma elvész. Ekkor a hibridekben a haploid sejtekre jellemz6
genetikai program fog mikddni, vagyis képesek lesznek parosodasi tipust valtani és
egymassal konjugalni (Pfliegler és mtsi., 2012; Sipiczki, 2018).

Hibridsterilitast ezenkiviil okozhat még a mitonuklearis inkompatibilitas is, amely soran
az egyik sziil6i faj kromoszoman kodolt mitokondrialis fehérjéje a mitokondriumba lépve
nem tud kdlcsonhatasba 1épni a masik sziil6i faj mtDNS-en kodolt fehérjéjével vagy RNS-
ével az allélikus kulénbségek miatt (Lee és mtsi., 2008; Chou és mtsi., 2010). Amennyiben
ez a respiracios képesség elvesztését eredményezi, a sejtek nem tudnak belépni a meidzisba
(Treinin és mtsi., 1993). A mitonukleéaris inkompatibilitassal kapcsolatos kisérleteket olyan
mesterséges hibridekkel végezték, amelyekben csak a mitokondrialis fehérjével vagy RNS-
sel inkompatibilis sziil6i allél volt jelen a nuklearis genomban, a masik sziil6i allél hianyzott

(Lee és mtsi., 2008; Chou és mtsi., 2010).
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Kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a mitonuklearis inkompatibilitds altal okozott
sterilitas jelentkezik-e az altalunk létrehozott hibrideknél is. Tudomasunk szerint a mtDNS
szerepét a hibridsterilitisban még nem vizsgaltdk olyan interspecifikus hibridekben,
amelyekben megtalalhaté mindkét sziil6i faj kromoszomakészlete.

A hibridsterilitas vizsgalataba az azonos sziil6i torzsekt6l szarmazd Sc x Su hibrideket
vontuk be. Az 50 hibrid kézull minddssze egy hibrid (A27) veszitette el a sporazasi képességeét.
A sporazasi képesség elvesztésének két lehetséges magyarazata is lehet. Az egyik, hogy egy
allodiploid hibridrél van sz6, amelyben a homeoldg kromoszomék nem tudnak a meidzis
soran péarba allni, ezéltal az A27 hibrid nem képes sporakat sem létrehozni. A masik lehetséges
ok a respiracids képesség elvesztése. A hibridek kozul az A27 volt az egyetlen, amely
szobahdmérsékleten és 37 °C-on is képtelen volt nem-fermentalhat6 szénforrason névekedni.
A respirdcids képesség elvesztésének hatterében viszont tdbb dolog is &llhat. A mtDNS
rekombinacioja inaktivalhatott egy respiraciéhoz nélkil6zhetetlen gént vagy létrejohetett egy
olyan allél, amely inkompatibilis egy sejtmagban kdodolt fehérjével, de akar egy mindezektol
fliggetlen mutécid is térténhetett valamelyik, a respirdciéhoz vagy a glicerin anyagcseréhez
sziikséges génben. Egy tovabbi magyardzat lehet a mitkondrialis allélek kozotti
inkompatibilitas is, vagyis hogy a Sc COX2, a Su COX3 és a Sc COX1 kombinaciohol
szarmazo fehérjék nem tudnak miikodoképes fehérjekomplexet képezni. Az A27 volt az
egyetlen olyan hibrid, amelyben ez az allélkombinacio fordult el6.

A vizsgalatba bevont tobbi hibrid képes volt életképes F1 sporékat létrehozni, tehat a
meidzis sikeresen lejatszodott benniik, ami arra utal, hogy ezek a hibridek valdsziniileg
tetraploid genommal rendelkeztek. Egy masik fontos észrevétel ezzel a jelenséggel
kapcsolatban, hogy a 49 hibrid kozott eléfordultak Su, Sc és kiilonb6zdé rekombinans
mitotipussal rendelkezd torzsek is. Tehat elmondhatjuk, hogy a hibridek sporazasi képességét
a mitotipus nem befolyésolta. Meg kell azonban jegyezni, hogy ezeknek a hibrideknek a
genomjaban megtalalhato volt a kiilonboz6 gének Su és Sc alléljai is, aminek eredményeként
egyidejiileg jelen voltak a sejtekben mindkét faj mtDNS-ével kompatibilis fehérjék. A
mitonukleéris inkompatibilitdsnak a spéraklénok esetében lehet nagyobb jelentésége, amikor
a meiotikus osztodasok soran fokozatosan elvesznek az egyik sziil6i fajtol szarmazo
kromoszomak a genombol és ennek eredményeként a mitokondridlis fehérjék jelentds
részének csak a masik sziil6t6l szarmazo allélja fog megmaradni.

A fertilitas visszanyeréséhez a hibrideknek nem elegend6 életképes sporakat létrehozniuk,

a masodik sterilitasi barriert is at kell térnitk, ami az egyik MAT 16kusz elvesztésével érhetd
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el. A MAT allél elvesztését egy kdzvetett modszerrel vizsgaltuk, amelynek az a Iényege, hogy
az egyik marker gén a MAT lokuszt hordozd kromoszédman helyezkedik el, igy azok a
sporaklonok, amelyek elveszitik az egyik MAT allélt, egyuttal auxotr6ffa is valnak, amit
konnyii kimutatni. Négy olyan hibridet talaltunk, amelyek kb. 30% gyakorisdggal képeztek
auxotrdf sporakat. Amennyiben a hipotézistink helyes, akkor ez azt jelenti, hogy ezeknek a
hibrideknek a spérainak az egy harmada képes életképes F2 generaciét létrehozni.

Az elméletiink helyességére utalnak a tetradanalizissel kapott eredmények és a tetradok
pulzald eréterii gélelektroforézissel készitett kariogramjai. Tetrddanalizissel minden elsére
kivéalasztott, a fenti négy hibrid altal képzett auxotrof sporaklonbol sikerlilt életképes F2
sporaklonokat izolalni. Pulzalo eréterti gélelektroforézissel kimutattuk, hogy mig a prototr6f
spéraklénok kariogramjaban megtalélhato volt az sszes Sc és Su kromoszémanak megfeleld
sdv, addig a vizsgalt auxotréf spoéraklénok kariogramjabdl hianyzott az Su lll-as
kromoszdmanak megfeleld sav.

Négy jol sporazé hibrid koziil ketté Sc (A29, A32), egy Su (A3), egy pedig rekombinans
(A4) mitotipussal rendelkezett, ami azt mutatja, hogy a MAT I6kuszt hordoz6 kromoszéma

malszegregacidja, vagyis a masodik sterilitasi barrier attdrése sem fligg a mitotipustal.

5.6. A mitokondriélis genom véltozasa a meiozis soran

Az interspecifikus hibridek nukleéris genomja a meiotikus osztddasok soran redukalodik, az
osztédasok soran az egyik sziil6tdl szarmazd kromoszomak fokozatosan elvesznek
(Karanyicz és mtsi., 2017; Sipiczki, 2018). Viszont a mitokondrialis 6roklédéssel foglalkozd
kutatadsok eddig nem tértek ki arra, hogy maga a mtDNS valtozik-e a mei6zis soran vagy
valtozatlanul keriil be a spérakba.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy a mtDNS valtozhat a folyamat sordn. A sporaklonok
egy részenél azt figyeltik meg, hogy az RFLP mintazatukbdl sdvok vesztek el. Ezek a
sporaklonok ezzel parhuzamosan elvesztették még a respiracios képességiiket és valdsziniileg
bizonyos, mtDNS-en kédolt génjeiket is. Ugy gondoljuk, hogy a mitotipus véltozasét

ektopikus rekombinéci6 és/vagy intramolekularis atrendez6dés okozhatta.

5.7. Az F1 sporaklonok novekedési képességének vizsgalata magas homérsékleten
A legtdbb rekombinans hibridt6] szarmazoé sporaklon elvesztette magas homérsékleten a
respiracios képességét annak ellenére, hogy a mitotipusukban nem tortént kimutathat6

véltozas és a rekombinans hibrid, amelyt6l szarmaztak j6 novekedési képességgel
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rendelkezett. Meg kell azonban jegyezni, hogy ez a jelenség a Su mitotipust hibridek altal
képzett tetradok esetében is eléfordult, illetve a vizsgalatainkba csak két Sc mitotipust
hibridt6l szarmazo tetradot vontunk be.

A sporaklonok respiracios képességének magas homérsékleten valo elvesztésének
hatterében tdbb dolog is allhat. Meidzis soran a sejtek ploiditasa lecsdkken (4n = 2n) és ezzel
egyltt a hoémérséklet-tolerancia kialakitasaban résztvevé gének kopiaszdma is, ami
érzékenyebbé teheti a sejteket. Ez megmagyarazna, hogy néhany sporaklon névekedési
képessége miért csokkent le magas hdmérsékleten, fermentalhatd szénforrason.

Hostressz  hatdsara a genom ezenkivil destabilizalédhat, a kromoszéméak
malszegregécioja nagyobb gyakorisdggal fordul elé, ami a heterozigdtasag elvesztését
eredményezi (Shen és mtsi., 2020). A heterozigo6tasag elvesztésének kdvetkeztében pedig a

mitonukledris inkompatibilitdsnak is nagyobb szerepe lehet.
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6. Osszefoglalas

Kutatocsoportok a vilag szdmos pontjan vizsgaljak mind az intraspecifikus, mind pedig az
interspecifikus Saccharomyces hibridekben lejatszdd6 genetikai folyamatokat, amelyeknek a
megértése egyarant fontos az ipar és az alapkutatas szamara is. Az interspecifikus hibridek
nuklearis genomjaban végbemend folyamatokrol mar sok ismeretiink van, viszont a mtDNS
oroklédésével és a fenotipusra gyakorolt hatasaval kapcsolatban még szamos kérdés
megvalaszolatlan.

A Saccharomyces-ek mitokondrialis 6rokl6désérdl tudjuk, hogy a legtobb él6lénnyel
ellentétben biparentalis, a zigotaba bekeriil mindkét sziild6 mtDNS-e, viszont néhany osztodasi
ciklus utan az egyik sziil6¢é elvész (Birky, 1978; Dujon, 1981). Még nem ismert, hogy mi
hatarozza meg, hogy melyik mtDNS fixalddik a hibridekben. A homoplazmia kialakulasanak
egyik magyarézata, hogy csak néhany mtDNS molekula replikalddik és kerill &t az utddsejtbe
(Ling és Shibata, 2004). De az maig ismeretlen, hogy mi donti el, hogy melyik mtDNS
molekula replikéalodjon.

Vannak olyan kutatasok, amelyek azt mutatjdk, hogy a mitotipus befolyasolja az
interspecifikus hibridek respiracids ratajat, hdmérséklet tolerancijat, dehidratacidval és
oxidativ stresszel szembeni rezisztenciajat és fertilitasat is (Lee és mtsi., 2008; Chou és mitsi.,
2010; Albertin és mtsi., 2013; Picazo és mtsi., 2015; Baker és mtsi., 2019; Li és mtsi., 2019).
Itt meg kell viszont jegyezni, hogy a kisérletek jelents részét kisszamu hibriddel végezték,
ezért még szikség van éatfogbbb tanulményokra, hogy biztonsaggal vonhassunk le
kdvetkeztetéseket.

A tanszékiink mar évek o6ta vizsgalja az interspecifikus Saccharomyces hibridek
genetikajat, beleértve a fertilitas-sterilitas hatterében megh(z6dé folyamatokat is. A
tanszéken folyd korabbi kisérletek vilagitottak ra arra, hogy az interspecifikus hibridek
visszanyerhetik a fertilitdsukat. Ehhez két sterilitasi barrier attdrésére van sziikség:
nélkul lejatszodik, valamint az egyik MAT lékuszt hordozd kromoszoma elvesztésével az
allodiploid spéraklénok képessé valnak haploid sejtekként viselkedni és ezaltal egymassal
konjugalva F2 generécidt létrehozni (Pfliegler és mtsi., 2012; Sipiczki, 2018).

Felkeltette az érdeklédésiinket, hogy vajon a mitonukledris inkompatibilitds, hogyan
illeszkedik ebbe a képbe. A sejtekben a kromoszomakon kddolt mitokondrialis fehérjék részt

vesznek a mtDNS-en kodolt RNS-ek érésében, stabilizalasaban, valamint fehérjekomplexek
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kialakitdsaban. Mitonuklearis inkompatibilitdas akkor lép fel, amikor a sejtmagban kodolt
fehérje génje egy adott fajtdl, a mtDNS-en kodolt fehérje vagy RNS génje pedig egy masik
fajtol szarmazik (pl. szintetikus hibridekben vagy spoéraklénokban) és a fajok kozotti
szekvencia kilonbségek miatt a két molekula nem tud egymassal kdlcsonhatasba lépni (Lee
és mtsi., 2008; Chou és mtsi., 2010). Ez akar a respiracids képesség elvesztését is okozhatja,
ami a spdrazasi képesség elvesztéséhez vezet (Treinin és mtsi., 1993).

A kutatécsoportunk szerette volna ezuttal az interspecifikus hibrideket a mitokondrialis
genom szemszogébol megvizsgalni, hogy hozzajaruljunk a mitokondrialis 6roklédés
folyamatanak megértéséhez. Munkank sorén létrehoztunk 79 S. cerevisiae x S. uvarum
interspecifikus hibridet harom S. cerevisiae és két S. uvarum torzs keresztezésével. Meg
szerettilk volna nézni, hogy a kiilonb6z6 torzsparositasoknak van-e valamilyen hatdsa a
hibridek mitotipuséra. Kivancsiak voltunk arra is, hogy a mitotipus vajon befolyasolja-e a
hibridek fertilitasat illetve, hogy tdrténnek-e valtozasok a mtDNS-ben a meidzis soran.
Ezenkiviil a mtDNS oroklédését S. uvarum X S. kudriavzevii kettds, illetve S. uvarum x S.
kudriavzevii x S. cerevisiae harmashibridekben is megvizsgaltuk.

A 10-1651-es S. uvarum térzs nem tudta tovabb érokiteni a mtDNS-ét akkor sem, amikor
a 170-es S. cerevisiae-vel kereszteztik és akkor sem, amikor a 10-1653-as S. kudriavzevii-
vel. A S. uvarum x S. kudriavzevii kett6s hibrid S. kudriavzevii mtDNS-t 6rokélt, viszont a
10-170-es S. cerevisiae-vel vald keresztezése utdn a hé&rmashibridek a S. cerevisiae
mitokondriélis genomot 6rokolték.

A kiilonboz6 torzsparositasokbol szarmazo S. cerevisiae x S. uvarum hibridek
mitotipusanak elemzésekor azt figyeltik meg, hogy a 10-167 (S. cerevisiae) x 10-522 (S.
uvarum) keresztezésb6l szarmazo hibridek mind S. uvarum, a 10-170 (S. cerevisiae) x 10-
1651 (S. uvarum) keresztezésb6l szarmazo hibridek pedig mind S. cerevisiae mitotipustak
voltak. Amikor pedig a 10-170-es és 10-522-es torzset kereszteztik egymassal, kaptunk S.
cerevisiae, S. uvarum és kiilonb6z6 rekombinans mitotipusu hibrideket, illetve egy torzset,
amelyben a sejtek egy része S. cerevisiae masik része pedig rekombinans mitotipusu volt.
Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a kiilonb6z6 mitotipust torzsek ,,dominancia” sorrendet
alkothatnak.

A hibridek mitotipusanak elemzésekor a CU3. 7 és CUA4. 3 torzsek mitotipusat kiiléndsen
érdekesnek talaltuk a homoplazmia kialakuldsanak szempontjabol. A homoplazmia
valdészintileg fokozatosan alakul ki, kezdetben kiilonboz6 mitotipussal rendelkezd

szubpopulaciokbol all a tenyészet. Az eddigi kutatasi eredmények arra utaltak, hogy ezalatt
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heteroplazmias és homoplazmias populaciokat kell érteni, de a kevert mitotipusu tenyészetbdl
all6 CUA4. 3 hibrid arra utal, hogy kezdetben t6bb homoplazmias szubpopulacid is jelen lehet,
amelyek koziil az egyik késobb tulndvi a tobbit (Albertin és mtsi., 2013). A CU4. 3 hibrid
arra is bizonyitékot nyujt, hogy a kiilonb6zé mitotipusti szubpopulaciok fitnesze adott
koériilmények kozott kozel megegyez6 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 ko6zott meglepden sok rekombindns mitotipussal rendelkezd torzset azonositottunk,
amelyeket 8 rekombinans csoportba osztottunk.

Kivancsiak voltunk, hogy a rekombinans mtDNS-ek milyen allélkombinéciokat
hordoznak, ezért PCR reakcioval megvizsgaltunk négy mitokondriélis gént: COX1, COX2,
COX3, ATP6. A rekombinans hibridek nehany kivételt leszdmitva mind S. cerevisiae COX1
és S. uvarum COX2 és COX3 alléleket hordoztak. Az ATP6 allél esetében a hibridek kozel
felében S. cerevisiae, méasik felében pedig S. uvarum allél volt kimutathat6. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a rekombinaci6é valdsziniileg nem véletlenszerti helyeken
torténik a két faj mtDNS-e kdzott.

Azt is észrevettik, hogy a rekombinans hibridek kozel fele magas hémérsékleten
elvesztette a respirdcids keépessegét. Valosziniileg a 1égzési  lancot alkotd
fehérjekomplexekben a kiilonb6z6 S. cerevisiae és S. uvarum allélok altal kodolt fehérjék
kevésbé hatékonyan kapcsolodnak egymashoz, ezért magas hémérsékleten konnyebben
széteshetnek (He és mitsi., 2016). A rekombinans csoportokon beldl a hibridek hasonld
novekedési képességgel rendelkeztek, ami arra utal, hogy a mitotipus magas hémérsékleten
jelentdsen befolyasolja a hibridek respiracios képességét.

37 °C-on a legtdbb sporaklon elvesztette a respiracids képessegét, ami viszont nem allt
szoros Osszefiiggésben a sporaklonok mitotipusaval. Elképzelhetd, hogy az allodiploid
hibridek allotetraploid hibridekhez képest gyengébb homérséklet-tolerancidja, vagy a
genomjukban magas hdmérsékleten bekovetkezd valtozasok allhatnak a jelenség hattérében.

A sporaklénok mitotipusanak elemzésekor azt figyeltik meg, hogy a mitotipus a legtébb
sporaklon esetében a sziil6i hibridhez képest valtozatlanul adodik tovabb. A sporaklonok egy
részénél viszont a mtDNS RFLP mintazatabdl savok vesztek el. Ezek a sporaklénok a
respiracios képességliket és a mitokondrialis markergének egy részét is elvesztették.
Legalabbis bizonyos markergének PCR reakcidval nem voltak kimutathatéak. Ezek az

eredmények azt mutatjak, hogy a mtDNS a meidzis soran destabilizalédhat.
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A hibridsterilitas vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a hibridek 98%-a a mitotipustol
fuggetleniil képes volt életképes sporakat létrehozni, tehat a mitonuklearis inkompatibilitas
nem akadalyozta meg a spéraképzésiiket. Az életképes spérak magas szama arra utal, hogy a
hibridek valdsziniileg tetraploidok voltak. Egy hibridet talaltunk, amely nem képzett sporakat.
Ez a térzs rekombinans mitotipussal rendelkezett és nem volt képes oxidativ foszforilacioval
energiat termelni. A rendelkezésre alld adatok alapjan nem tudjuk elddnteni, hogy a spérazési
képesség elvesztésének hatterében a mitonuklearis inkompatibilitas, egy rekombinacié altal
funkciét vesztett mitokondrialis gén vagy pedig az all, hogy ez a hibrid allodiploid genommal
rendelkezett.

Random spora analizissel negy olyan hibridet azonositottunk, amelyek kdzel 30%
gyakorisaggal képeztek leucin auxotrof spérdkat. Ezek a hibridek nagy valosziniiséggel
elvesztették az egyik MAT lokuszt hordozo kromoszomajukat, ezaltal pedig visszanyerték a
fertilitdsukat. Tetradanalizissel is megerdsitettiik, hogy valdban fertilisek voltak. A négy
hibrid koziil ketté S. cerevisiae, egy rekombinans, egy pedig S. uvarum mitotipussal
rendelkezett, ami azt bizonyitja, hogy a S. cerevisiae és S. uvarum mitotipus egyarant
kompatibilis volt a hibridek nuklearis genomjaval. Viszont az altalunk vizsgalt hibridek
genomjaban mindkét sziiléi faj kromoszomakészlete megtalalhatdo volt. A mitonukleéris
inkompatibilitdsnak azokndl a hibrideknél és spéraklénoknél lehet nagyobb szerepe, amelyek
nukleéris genomja elkezdett redukal6dni, vagyis vannak olyan kromoszémak, amelyeknek

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

Research groups globally examine the genetic processes of intra- and interspecific
Saccharomyces hybrids as it is an interesting area for basic research and also has great
industrial importance. While much is known about the processes of the nuclear genome of
interspecific hybrids, there are several unanswered questions about the inheritance of mtDNA
and its effects on the phenotype.

In contrast to most species; the inheritance of mtDNA in the Saccharomyces hybrids are
biparental, the zygote contains the mitochondria of both parental cells, however; after a few
cell cycles only one type of mtDNA remains in the hybrid (Birky, 1978; Dujon, 1981). One
possible explanation for the establishment of homoplasmy is that only a few mtDNA
molecules are selected for replication and subsequently transferred into the bud (Ling and
Shibata, 2004). However, it is still unknown what determines which mtDNA molecule is
replicated.

There are studies which show that the mitotype influences the respiration rate,
temperature, dehydration and oxidative stress tolerance and the fertility of interspecific
hybrids (Lee et al., 2008; Chou et al., 2010; Albertin et al., 2013; Picazo et al., 2015; Baker
etal., 2019; Li et al., 2019). It is important to note here that only a small numbers of hybrids
were involved in most of these studies. Therefore, comprehensive research is still needed to
confirm these results.

Our department has been investigating the genetics of interspecific Saccharomyces
hybrids, including the processes underlying their fertility and sterility, for many years.
Previous experiments from our laboratory have shown; that interspecific hybrids can regain
fertility. This requires breaking down two sterility barriers: tetraploid hybrids can be formed
by autopolyploidisation, in these hybrids meiosis can occur unhindered. In order to break
down the second sterility barrier the allodiploid spores have to lose one MAT locus
chromosome. As a result, the spores will behave as haploid cells and thus conjugate with each
other to generate F2 generations (Pfliegler et al., 2012; Sipiczki, 2018).

We were interested to see how the cytonuclear incompatibility fits into this picture.
Mitochondrial proteins encoded on chromosomes are involved in the maturation and
stabilisation of RNAs encoded on mtDNA and in the formation of protein complexes.
Cytonuclear incompatibility occurs when the mitochondrial protein encoded in the nucleus is

derived from one species and its interacting partner (encoded on the mtDNA) is derived from
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another species (e.g. in synthetic hybrids or spore clones) and the two molecules cannot
interact due to sequence differences between the species (Lee et al, 2008; Chou et al., 2010).
This can lead to a loss of respiratory capacity, leading to a loss of sporulation ability.

Our research team wanted to investigate interspecific hybrids from the perspective of the
mitochondrial genome to contribute to our understanding of the mitochondrial inheritance
process. In our work, we generated 79 S. cerevisiae x S. uvarum interspecific hybrids by
crossing three S. cerevisiae and two S. uvarum strains. We wanted to see if the different strain
pairings had any effect on the mitotype of the hybrids. We were also curious to see if the
mitotype affects the fertility of the hybrids and if changes in mtDNA occur during meiosis. In
addition, the inheritance of mtDNA in S. uvarum x S. kudriavzevii double and S. uvarum x S.
kudriavzevii x S. cerevisiae triple hybrids was also investigated.

The S. uvarum strain 10-1651 failed to pass on its mtDNA when crossed with S. cerevisiae
170 and when crossed with S. kudriavzevii 10-1653. The S. uvarum x S. kudriavzevii double
hybrid inherited S. kudriavzevii mtDNA, but after crossing with S. cerevisiae 10-170, the
triple hybrids inherited the S. cerevisiae mitochondrial genome.

When analysing the mitotype of S. cerevisiae x S. uvarum hybrids from different strain
pairs, we observed that hybrids derived from the 10-167 (S. cerevisiae) x 10-522 (S. uvarum)
cross all had S. uvarum, and hybrids derived from the 10-170 (S. cerevisiae) x 10-1651 (S.
uvarum) crossall had S. cerevisiae mitotypes. When strains 10-170 and 10-522 were crossed
with each other, we obtained hybrids with S. cerevisiae, S. uvarum and different recombinant
mitotypes, we also observed a strain in which some of the cells showed S. cerevisiae and some
showed recombinant mitotypes. It was concluded that strains with different mitotypes could
form a 'dominance’ sequence.

When analysing the mitotype of the hybrids, we found the mitotype of strains CU3. 7 and
CU4. 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.
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Among the 50 hybrids derived from crosses between the S. cerevisiae strain 10-170 and
the S. uvarum strain 10-522, we identified a surprisingly high number of strains with
recombinant mitotypes, which were divided into 8 recombinant groups.

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
exceptions. The S. cerevisiae and S. uvarum ATP6 alleles were almost equally distributed
among the hybrids. These results suggest that recombination probably occurs at non-random
sites between the mtDNAs of the two species.

We also noticed that nearly half of the recombinant hybrids lost their ability to respire at
high temperatures. The mitotype showed a strong correlation with the ability of the hybrids
to respire at 37 °C. It is likely 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). Within the
recombinant groups, the hybrids had similar growth ability, suggesting that the mitotype
significantly influences the respiratory capacity of the hybrids at high temperatures.

At 37 °C, most of the spore clones lost their respiratory capacity, which was not closely
related to the mitotype of the sporoclones. Perhaps the poorer temperature tolerance of
allodiploid hybrids compared to allotetraploid hybrids or changes in their genome at high
temperatures may be responsible for this phenomenon.

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 destabilize 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 produce energy by oxidative

phosphorylation. Based on the available data, we cannot determine whether the loss of
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sporulation ability is due to cytonuclear incompatibility, a mitochondrial gene that lost
function through recombination, or whether this hybrid had an allodiploid genome.

Using random spore analysis, we identified four hybrids that produced auxotrophic spores
at a frequency of nearly 30%. These hybrids most likely lost one of their MAT locus-bearing
chromosomes and thus regained fertility. We also confirmed by tetrad analysis that these
hybrids were indeed fertile. 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
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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10. 2. A hibridizalasokhoz hasznalt sziil6i torzsek mitokondrialis genomja
(Dr. Sipiczki Matyas, személyes kozlése alapjan)

A kdnnyebb olvashatdsag érdekében az abrak szerkesztett valtozatat mellékeljik.

Saccharomyces cerevisiae
10-170
88,223 bp

] complex 1l (ubichinol cytochrome ¢ reductass)
] complex IV (cytochrome © oxidase)

T] ATP synthase

[T ribosomal proteins (SSU)

71 ORFs

B transfer ANAs

B ribosomal RMAs

[TJintrons
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Saccharomyces uvarum
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O ATP synthase

[ ribosomal proteins (SSU)
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