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1. Bevezetés

Louis Pasteur a XIX. szdzad masodik felében elséként bizonyitotta, hogy a must alkoholos
erjedését ¢lesztégombak tevékenysége okozza. Azdta egyre tobb tudomdnyos ismeret gyult
Ossze a bor alkoholos erjedésének koriilményeirdl, a sz6l6 és a must mikrobidtdjarol, a
borkészités folyamata soran lejatszodod biokémiai reakciokrol és ezek befolyasardl a bor
érzékszervi jellemzoéire. A must borra torténd ,,biokonverzidja” mar régen nem az az egyszeri
¢lesztés fermentacio, amire Pasteur mintegy 140 évvel ezeldtt ravilagitott.

Az elmult 30-35 ¢év fejlddése vilagosan mutatja, hogy a jo mindségili borok eldallitasa
("gyartasa”) egy Osszetett Okologiai, mikrobioldgiai és biokémiai eljaras, amely szdmos
mikroorganizmus tevékenységének az eredménye. Elesztdgombak, tejsavbaktériumok,
ecetsavbaktériumok illetve esetenként egyéb baktérium fajok (Bacillus, Clostridium és
Streptomyces) is befolydsoljak a termék mindségét. Tovabb “bonyolitjdk” a helyzetet és
mutatnak rd a folyamat komplexitasara a killer ¢leszték ¢és a tejsav-, illetve
ecetsavbaktériumok bakteriofagjai (Fleet, 1993).

Napjainkra a boraszatban kialakult erés hagyomanyok, empirikus tapasztalatok ¢s a boraszati
technologidban felhalmozoddott ismeretanyag, valamint a modern természettudomény, a
molekularis biologia, a genetika, illetve a biotechnoldgia, fermentacios technoldgia, enzimes
technologidk és a géntechnoldgia adta lehetdségek kihasznalasaval 1j tavlatok nyiltak a
boraszat fejlédésében, ezek altal egyre jobban tervezhetd-iranyithaté folyamatok valnak
lehetévé a minél magasabb mindségi kovetelményeknek megfeleld termék eldallitasa

érdekében. Mindezek mara nagymértékben befolyasoljak a borkészités gyakorlatat.

A sz0616, a must, valamint a bor sokféle szerves savat tartalmaz, amelyek mennyisége ¢€s
Osszetétele meghatarozo szerepet jatszik a bor érzékszervi tulajdonsagainak - elsdsorban az iz
és illat - kialakitasaban. A must illetve a bor szervessav tartalma nagymértékben fiigg a sz616
fajtajatol, érésének koriilményeitdl (talajadottsagok, éghajlati jellemzok), az évjarat iddjarasi
legnagyobb koncentracioban borkdsav és almasav talalhatd, amelyek a szO6lo érése soran
keletkeznek. A mustnak megfeleléen, a bor két f6 savkomponense is az almasav és a
borkdsav. Hlivos éghajlaton a mustok almasav tartalma nagyon magas lehet, ami erésen savas
bort eredményez. Ilyenkor kivanatos lehet a magas savtartalom csokkentése harmonikusabb iz

kialakitasa érdekében. Mig a borkdsav lekothetd, az almasavat csak biologiai Gton, egy igen



érzékeny eljarassal, — a malo-laktikus fermentaciéval (MLF) — tudjdk eltavolitani, vagy

mennyiségét csokkenteni.

A széles korben elterjedt malo-laktikus fermentacié sordn az almasavat tejsavbaktériumokkal
tejsavva — egy gyengébb savvd — alakitjadk, mikozben szén-dioxid szabadul fel (Lafon-
Lafourcade, 1983). A MLF rendszerint az alkoholos fermentaciét kovetéen zajlik, de
eléfordul  azzal  parhuzamosan is. Harom  szempontbol van  jelentdsége:
(1) savesokkentés, (2) aroma mddositas, (3) mikrobiologiai stabilizalés.

A kétértékli almasav egyértékii tejsavva valo degradacidja csokkenti a bor savassagat, noveli a
pH-t. Fontos eljaras a hidegebb éghajlaton termesztett sz610k esetében, ahol nagyon gyakori a
magas borkdsav- és almasav-tartalom.

A folyamat nagy gondossagot igényel, nehezen irdnyithat6. A tejsavaktériumok szaporodasat
legf6bb mértékben a kovetkezd tényezdk befolyasoljak: pH, etanol tartalom, hémérséklet,
tejsav koncentracio, ¢élesztd anyagcseretermékek gatlo hatasa, bakteriofagok jelenléte,
tapanyag ellatottsag, novekedést gatldé anyagok (pl. szulfit) jelenléte. Ezek pontos

szabalyozasa €s kézben tartdsa fontos a fermentacidhoz sziikséges jo szaporodas eléréséhez.

A Schizosaccharomyces genuszba tartozo éleszték a sz6ldmustban természetesen eléforduld
olyan ¢élesztok, melyek a hagyomanyos boraszati eljarasok sordn nem szaporodnak el. A
természetb6l izolalhatok olyan Schiz. pombe torzsek, amelyek nagy hatasfokkal
metabolizaljdk az almasavat a malo-etanolos fermentacido (MEF) soran, melyben az almasavat
etanolld és CO,-da bontjak (Dittrich, 1964).

Az MEF biokémiai mechanizmusa a hagyomanyos borélesztben, a Saccharomyces
cerevisiae-ben is létezik, de mig a S. cerevisiae az almasavat passziv transzporttal (Salmon,
1987), addig a Schiz. pombe aktiv transzporttal (Osothsilp és Subden, 1986a) veszi fel. A
malat transzport a Schiz. pombe-ben az aktiv transzport miatt a koncentracidogradiens
ellenében is lejatszodik, ezért a koriilmények optimalizalasaval a Schiz. pombe hatékony, akar
a bor vagy must teljes almasavtartalmanak lebontasra is képes.

A Schiz. pombe torzsek a jo almasavbonto aktivitas mellett a tejsavbaktériumokkal szemben
még szamos eldnyds tulajdonsdggal rendelkeznek: kivald sav- és SOs-tlirés, konnyl

szaporithatdsag, egyszeri torzsfenntartas.



A Schiz. pombe-val valo MEF gyakorlati alkalmazasanak vannak azonban nehézségei is:
= az¢lesztd gyenge etanolos erjesztése,
= cgyes torzsek gyenge alkohol toleranciaja,
= a fermentécid ipari méretekben torténd megvaldsitasa,
= asejtek tenyésztése, majd eltdvolitasa a fermentaciot kdvetden,
= tovabba stlyos gondot jelent a Schizosaccharomyces fajok altal termelt nem kivanatos
aromaanyagok megjelenése (Benda ¢s Schnitt, 1969; Carre et al., 1983). Els6sorban
kén-hidrogén, de az egyéb kéntartalmu vegyiiletek (pl. merkaptan vegyiiletek)
jelenléte is alacsony érzékszervi kiiszobértékiik miatt mar kis mennyiségben nagyon
karosan befolyasoljak a borok aromajat (Rauhut, 1996).
A borkészités soran termelddd kén-hidrogén mennyisége €s az abbdl szarmaztathat6 illékony
kénvegyliletek elsdsorban ez erjesztéshez alkalmazott élesztdgombak genetikai adottsdgaval,

hajlamaval van 0sszefiiggésben (Romano és Suzzi, 1992).

Az ¢lesztégombak kénforrds asszimilacigjaval és a kéntartalmi szerves vegyiiletek
anyagcseréjével kapcsolatban a legtobb ismeret a S. cerevisiae-rél gytilt dssze, ahol a primer
anyagcserét viszonylag jol ismerik, az ebben szerepet jatszd géneket térképezték, és a
szekunder anyagcsere termékeit foleg analitikai szempontbdl vizsgaltak.

Ezzel ellentétben a Schiz. pombe kén anyagcseréjét hosszii idon keresztiil egyatalan nem
vizsgaltak. Az utdbbi idoben rajtunk kiviil két kutatocsoport kezdett foglalkozni ezzel a
témakorrel, tobb iranybol megkozelitve: egyrészt a kéntartalmi aminosavak bioszintézisének
enzimes Utjai, ¢s a transz-szulfurilacid vizsgélataval (Brzywczy és Paszewski, 1994;
Brzywczy et al., 2002), illetve a kéntartalmi aminosavak bioszintézisének genetikai

feltérképezésével (Naula et al., 2002).

A Mikrobioldgia és Biotechnologia Tanszék élesztobiotechnoldgiai csoportjaban hosszu évek
ota folynak kutatasok a Schizosaccharomyces pombe torzsek almasavbontd képességét
befolyésolo fiziologiai és genetikai tényez6k vizsgalataval kapcsolatban. Uj, javitott torzseket
hoztak 1étre hibridizacidval, amelyek jo hatdsfokkal bontottdk az almasavat borban és etanol
hatasara flokkulaltak (Geleta, 1996; Maraz és Geleta, 2001). Ilyen torzsekkel egy hatékony,
esetleg folytonos almasavbont6d technoldgia kifejlesztése valna lehetdvé, amennyiben az

¢lesztbgomba egyéb hatranyos tulajdonségait is sikeriilne kikiiszobdlni.



Doktori munkam soran ezekbe a kutatasokba kapcsolodtam be.

Célom a Schizosaccharomyces pombe hasado élesztégomba kéntartalmt extracellularis
metabolit termelésének visszaszoritasa volt, amelynek ¢érdekében elkezdtik a
Schizosaccharomyces pombe kén anyagcseréjének kutatasat, kénanyagcserében sériilt

mutansok indukalasaval, izolalasaval és analizisével.



2. Irodalmi 6sszefoglalas

2.1. A Schizosaccharomyces pombe

A Schizosaccharomyces pombe-t 1893-ban izolalta Lindner egy afrikai s6rb6l, a pombébol.
Tobb mint 50 éve foglakoznak citologiai és genetikai szempontbdl a Schiz. pombe-val, a

modern molekuléris biologiai és genetikai kutatds kedvelt modell-organizmusava valt.

A Schizosaccharomyces fajok vegetativ modon hasadassal szaporodnak. A hasadd éleszték
egysejtll aszkomicétak, amelyek tobbé-kevésbé hengeralakl sejtjei (Kreger-van Rij, 1984)
aszkosporak képzésével torténik. Jol erjesztenek, viszonylag cukortiirék és vitaminigényesek,

eléfordulasuk erjedd ndvényi anyagokban, mustban gyakori.

A sejtbiologusok érdeklodését azzal keltette fel, hogy sejtosztodasi folyamata nagyon eltér a
sarjadzo ¢€lesztd sejtosztodasatdol és sokkal jobban hasonlit a legtobb mas eukariota
sejtosztodasahoz (Sunnerhagen, 2002). A genetikai kutatasok szempontjabdl nagy eloény a S.
cerevisiae-vel szemben, hogy a laboratoriumi torzsek izogenikusak az eredeti Leupold féle

izolatummal (Leupold, 1993).

2.1.1. A Schizosaccharomyces pombe rendszertani besorolasa

A Schiz. pombe-t és a tobbi hasadd élesztdgomba fajt a Schizosaccharomyces genuszba
soroljak, mely egy viszonylag kis csoportot képez az aszkomicétak kozott.

Molekularis taxonémiai kutatasok bebizonyitottak, hogy a Schizosaccharomyces fajok
evoluciojuk soran nagyon koran elagaztak a Saccharomyces agrol, igy eredetiiket tekintve
tavol allnak a jol ismert Saccharomyces cerevisiae-tél, s6t ugy tiinik, sok tekintetben kdzelebb
allnak a magasabbrendi eukariotdkhoz, mint a S. cerevisiae (Sipiczki, 1995, 2000;
Sunnerhagen, 2002).

Az eddig leirt hasad6 élesztdk a jelenleg elfogadott rendszer szerint 3 fajhoz tartoznak:

1/ Schizosaccharomyces  japonicus, 2/  Schizosaccharomyces  octosporus  és
3/ Schizosaccharomyces pombe (Vaughan-Martini és Martini, 1998), amelyeket
hagyomanyos moddszerekkel a sporaképzés, a hifaképzés ¢és a kiillonbozd szénhidratok

erjesztési- és asszimilacios profilja alapjan lehet megkiilonboztetni. A Schiz. japonicus fajon



beliil két valtozat 1étezik: var. versatilis és var. japonicus, amelyek jogossagat erésen vitatjak
a DNS homologia vizsgalatok (Vaughan-Martini, 1991), a két kiilonb6z6 valtozathoz tartozo
torzsek kozotti nagy gyakorisagl ivaros folyamat (konspecifikacios vizsgalatok) (Johannsen,
1981, Sipiczki et al, 1982), valamint enzimvizsgélatok (Yamada és Banno, 1987) alapjan. A
korabban kiilon fajként nyilvantartott Schizosaccharomyces malidevorans elkiilonitését a
Schiz. pombe fajtol nem tamasztottak ala DNS reasszociacios vizsgalatok, mivel a
tipustorzsek genomjai kozott 98%-os hasonldésdg mutatkozott (Vaughan-Martini, 1991).
Sipiczki és mtsi (1982) konspecifikacios kisérleteiben a két faj torzsei keresztezhetdk voltak,
a mitokondridlis genom rekombinécidja lejatszodott, a 1€gzési ldnc megegyezett és azonos
elektroforetikus enzim mobilitds jellemezte a csoport Osszes torzsét (Yamada ¢és Banno,

1987).

2.1.2. A Schizosaccharomyces pombe életciklusa

A Schizosaccharomyces pombe haplo-diplobionta faj, diploid allapota azonban nem stabil,
meidzissal vagy vegetativ szegregacioval haploid sejtek jonnek létre. Eletciklusat az 1. &bra

szemlélteti.
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1. abra A Schizosaccharomyces pombe életciklusa (Munz et al., 1989)



Vegetativ modon a haploid vagy diploid sejtek hasadédssal szaporodnak. A haploid sejtek
kétféle, h™ vagy h  parosodasi (mating) tipussal rendelkeznek, amelyek heterotallikus
torzseknél stabilak, mig a homotallikus torzseknél (h*’) a kétféle mating tipus atalakulhat
egymasba. Az ivaros szaporodas soran két ellentétes (h” és h) parosodasi tipusi sejt konjugal
egymassal ¢és igy diploid zigota jon létre, amelyben a plazmogédmia és a kariogdmia
egyidejileg jatszodik le. A diploid zigdta az esetek nagy részében rogton aszkussza alakul,
amelyben meiodzissal 4 aszkospdra jon létre. Az aszkusz ilyenkor a zigdta alakjat mutatja,
ezért zigétas aszkusznak nevezik. A haploid aszkosporak kicsirazasaval vegetativ sejtek
keletkeznek, amelyek mitotikus uton osztédva tenyészeteket hoznak l1étre. Sporazo
tenyészetekben megfigyelhetdk kis gyakoriségban a vegetativ sejt alakjat mutatd un. azigotas
aszkuszok is, amelyek a diploid zigo6tabol kifejlédo diploid vegetativ sejtek meidzisaval
jonnek 1étre (Egel, 1989).

Homotallikus térzseknél az ivaros folyamat nitrogén-szegény kornyezetben koénnyen
lejatszodik, hiszen a tenyészeten beliil h™ és h sejtek is talalhatok, amelyek sejtfala a
konjugacio soran lizal és a sejtek fuziondlnak. A heterotallikus torzsek sejtjei a torzson beliil
nem parosodnak egymassal, €s igy aszkospérat sem képeznek. Ebben az esetben a keresztezés
csak szomatikus hibridizacioval valdsithatd meg, igy példaul protoplasztfizioval. A
heterotallikus h™ és h™ tenyészeteket 5sszekeverve a nitrogénforras elfogyasakor lejatszodik a

konjugacio, majd a sporazas.

2.1.3. A Schizosaccharomyces pombe genomja

A Schiz. pombe genomjanak teljes mérete 13,8 Mb, ami 3 kromoszéman oszlik meg, melyek
mérete rendre 5,7 Mb, 4,6 Mb és 3,5 Mb (Smith et al., 1987). Emellett ~20 kb méreti,
sokkopias mitokondridlis genommal rendelkezik még (Lang et al., 1987; Wolf és Del Guidice,
1988).

A Schiz. pombe genomjat szamos kutatocsoport bevonasaval, egy nagy nemzetkozi projekt
keretében szekvenaltak (Wood et al., 2002). Korabbi becslések alapjan 7 000-10 000 gént
feltételeztek a Schiz. pombe esetében, de a szekvenalas soran megallapitottak, hogy az eddig
eddig leirt eukariota genomok k6zott a Schiz. pombe-nél van a legkevesebb proteint kodolo
gén, szam szerint: 4 824.

A kromoszomakon a centromerek 35-100 kb mérettartomanyban vannak, a harom centromer

Osszesen koriilbeliil 0,2 Mb. A riboszomalis RNS gének egy 10,4 kb méretii fragmentumon



talalhatok, amely 100-120 ismétlésben van jelen, igy 6sszességében koriilbeliil 1,1 Mb helyet
foglalnak el. A centromereken és a riboszomalis RNS géneken tul tehat koriilbeliil 12,5 Mb
méretli genomon oszlanak meg az egyedi génszekvencidk. Ez a méret megegyezik a S.
cerevisiae genomjanek ezzel a részével.

Mig a géneket kodolo szakaszok Gsszességében rovidebbek, mint a S. cerevisiae-nél, a gének
kozott elhelyezkedd régidk hosszabbak, amelyek feltehetdleg kiterjedtebb szabalyozé
szakaszok.

A gének 43 %-a tartalmaz intronokat. 50 gén szignifikdns hasonlésdgot mutat emberi

“betegség génekkel”, amelyek fele a rakkal hozhat6 6sszefliggésbe.

2.2. Molekularis modszerek alkalmazasa gombak rendszerezésében, identifikalasaban és

tipizalasaban

A hagyomanyos ¢lesztd identifikalasi eljarasok, amelyek morfoldgiai, élettani és biokémiai
teszteken alapulnak, altalaban igen iddigényesek és esetenként nem szolgaltatnak megbizhato,
egyértelmii eredményt (Rosini et al., 1982; Kurtzmann, 1994; Baleiras Couto et al, 1995).
Ellentétben a hagyomanyos modszerekkel az ujabb molekularis genetikai eljarasok
megbizhatdsdga elsésorban azon alapszik, hogy a gén-szintli jellemzés fliggetlen a
mindenkori gén expressziotol (Baleiras Couto et al., 1994). A DNS szekvencia allandd, nem
befolyasoljak a sejt metabolikus folyamatai és a kornyezeti hatasok. Ezért a modern
taxondmia tobbféle molekularis modszert is alkalmaz faji meghatarozasra, fajokon beliili
jellemzésre (tipizalasra), illetve nagyobb taxonok kozotti kiilonbségek vagy szarmazasi
kapcsolatok feltérképezésére. Az ¢élesztdgombdk tekintetében is igen elterjedtek ezek a

megbizhatd, tobbségében gyors identifikalasra ¢és karakterizalasra alkalmas modszerek.

Az emlitett molekuldris modszerek a nukleinsavak szerkezetét négy szinten, tgymint

(1) bazisosszetétel: a bazisparok molaris aranya (G+C mol%),

(2) a bazissorrend 4altalanos hasonlosaga (DNS homoldgia vizsgalat a nukleotid
szekvencia tényleges ismerete nélkiil, amely Iényegében két teljes genom
0sszehasonlitasara alkalmas),

(3) a DNS "ujjlenyomatok”,

(4) a tényleges bazissorrend (nukleinsav szekvencia)

szintjén vizsgaljak (Dedk, 1998).



Az ”ujjlenyomat”-készités mindazon elemz6 moddszerek gylijtoneve, amelyekkel egy torzs

vagy faj DNS-érdl egyedi mintazatl képet lehet nyerni. Ez tobbféle modon lehetséges:

= cgész kromoszomak elektroforézises képének kozvetlen értékelésével (kariotipizalas,
vagy “kromoszoéma ujjlenyomat” készités),

= endonukleazokkal szabdalt DNS toredékek elektroforetikus képének értékelésével
(RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphisms),

= specifikus, jelolt DNS-probék hibridizaciojaval,

e ”PCR-ujjlenyomatok™ készitésével, amikor kiilonboz6 primerekkel amplifikalt DNS
szakaszok elektroforetikus gélmintdzatat hasznaljak fajok illetve torzsek kozotti
kiilonbségek kimutatasara (pl. RAPD-PCR analizis — lasd késobb).

Az emlitett molekularis modszereket az elérni kivant cél alapjan érdemes megvalasztani

annak figyelembevételével, hogy azok eltéré mélységli kiillonbségeket képesek kimutatni a

vizsgalt genomok kozott. A DNS bazisosszetétel és a homoldgia vizsgalatok, illetve a

kiilonb6zé moddszerekkel kapott “ujjlenyomat” mintazatok tobbnyire faji szintli meghatarozast

vagy a torzsek fajon beliili elvalasztasat (tipizalasat) teszik lehetdvé, mig a szekvencia
vizsgalatok (pl. ribonukleinsav szekvencia) a fajnal nagyobb rendszertani kategoriak kozt is
kiilonbséget tesznek ¢és alkalmasak filogenetikai rokonsagi kapcsolatok feltarasara

(Kurtzmann, 1994; Kurtzmann.¢s Phaff, 1987; Vaughan-Martini ¢és Kurtzmann, 1985;

Vaughan-Martini és Martini, 1987).

2.2.1. RAPD-PCR analizis

A RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) analizis soran random
oligonukleotid primerekkel kiilonb6zé nagysagu és erdsségii fragmenteket amplifikdlnak a
nukledris DNS-r6l. A keletkezett fragmentumokat agar6z gélben elektroforézissel
szétvalasztva és festve, az adott torzsre jellemzé mintazatot kapunk.

Az eljaras konnyen kivitelezhetd, nem sziikséges eldzetes informacié a génekrdl, sét a primer
szekvencia eldzetes ismerete sem ¢€s segitségével genom szekvencia szinten lehet kiillonbséget
kimutatni (Williams et al., 1990). A RAPD-PCR technika kivalénak bizonyult rokon fajok
jellemzésére (Baleiras Couto et al., 1995), az eljaras segitségével olyan térzsek esetében is
tudtak kiilonbségeket kimutatni, ahol ez mds modszerrel mar nem sikeriilt (Novo et al., 1996;
Masclaux et al., 1996), de az eljaras reprodukalhatdsaga €s a tavoli rokonsagban 1év6 fajok

esetében a modszer alkalmassaga vitatott.
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2.2.2. A riboszomalis DNS RFLP analizise (“ribotipizalas”)

Az rDNS (riboszoémalis RNS-t kddolo nukledris DNS) szekvencia kiilondsen alkalmasnak
bizonyult filogenetikai elemzésre, mivel az rRNS-ek a sejtekben egyetemesen megtalalhatok,
az azonos funkcidju molekuldk homoldgok és Osszehasonlithatok, az rRNS molekuldk
konzervativok, mivel a riboszoma alapvetd funkcioja kevés valtozast enged meg. Mégis az
rRNS kiilonb6z6 részei az evolucid soran eltérdé mértékben valtoztak, ezért a rendszertani
kapcsolatok vizsgalatat nagyon tag hatarok kozt lehetdvé teszi (Kurtzman, 1992). Az S.
cerevisiae-ben és hozza hasonléan sok mas élesztoben az rRNS gének sokszor ismétlodod
szakaszokban egyiitt helyezkednek el. A 18S, 5.8S és a 25S rRNS gének kozott belsd, a
veéglikon kiilsd elvalasztd szekvencidk vannak. Az rRNS gének Osszetétele altalaban erésen
konzervalt és 0Osszehasonlitdo vizsgalatukbol kiilonbozd taxondmiai szintli filogenetikai
kovetkeztetések vonhatok le. Az elvalasztoszakaszok evolucios valtozasa gyorsabb és ezek
kozeli fajok vagy akar torzsek elkiilonitését is lehetoveé teszik.

Az rDNS RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) analizise sordan az rRNS
gének kiilonbozé szakaszaival komplementer primer parok segitségével amplifikalt PCR
terméket (azaz az rDNS bizonyos szakaszat) restrikciés endonukledzokkal hasitjak. Az
emésztéssel nyert valtozo hosszisadgl fragmentumokat azutan agardz gélben elektroforézissel
elvalasztjak, majd festéssel vizualizaljak, ¢és a kapott “ujjlenyomatokat” hasonlitjak
egymashoz. Ezt az eljardst mas néven ’ribotipizalasnak” nevezziik, amelyet nagyon
eredményesen alkalmaztak az élesztoknél faji szinti meghatérozéasra (Smole Mozina et al.,

1997; Dlauchy et al., 1999).
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2.3. A Schizosaccharomyces pombe malo-etanolos fermentacioja

A Schiz. pombe egyes torzsei anaerob koriilmények kozott az almasavat jo hatasfokkal
erjesztik etanolla és CO,-d4, ez az un. malo-etanolos fermentacié (MEF).

Izotopos kisérletekkel bebizonyitottak, hogy Schiz. pombe esetében az almasav oxidativ
dekarboxilezése pirosz6ldsavva, majd ennek etanolos erjesztése vezet az almasav
lebontasahoz (Maconi et al., 1984).

Az L-almasav oxidaciojat oxalacetattd a NAD(P)-fliggd malat enzim katalizalja, majd pedig

az oxalacetat dekarboxildciojaval piruvat keletkezik (2. dbra).

NAD(PH N
(l:-OOH NAD(P)* + H* i C-O0H ! co,
L] l 1
H-C-H i H-CH /‘ C-H,
= MALAT ENZIM ’i 0=C i S
C-OOH ' C-O0H ! C-O0H
L-almasav Mn2+/Mg2* s - H* L-piruvat
Oxalacetat
(enzimhez ko6tott)

2. abra A NAD(P)-fliggé malat enzim altal katalizalt reakcid: az L-almasav oxidéacidja
oxalacetattd, melybdl dekarboxilacioval piruvat keletkezik (Volschenk et al., 2003)

A pirosz6ldsav tovabbi dekarboxilezése, majd redukciodja a jol ismert etanolos fermentécioval
torténik.

A citoplazmas maldt enzim jol elkiilonithetd a citratkor malat dehidrogendz (MDH)
enzimétol, és aktivitasat tobb kiilsé és belsé kdrnyezeti tényezd is befolyasolja (pl. pH, ionok,
O, mennyisége). A malat-enzim Mn”" fiigg6, ami jellemz6 az dsszes malat enzimre (Fuck és
Radler, 1972). Ugyanakkor az is lathatd, hogy az almasav sem szén-, sem energiaforrasként
nem hasznosul, mivel a malat-enzim altal 1étrehozott NADH,-t az acetaldehidnek etanolla

torténd redukalasa soran az alkohol-dehidrogenaz felhasznélja, az almasavnak pedig egyetlen
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C-atomja sem ¢épiil be az élesztd szerves vegyiileteibe. A 3. dbra részleteiben szemlélteti a

citoplazmas malat enzim segitségével torténd almasav erjsztést.

L-almasav etanol

alkohol
enzim (Mn™) dehidrogendz

CO,

!

piruvat acetaldehid

piruvat
dekarboxiliz

CO,

3. abra Az éleszté L-almasav erjesztése anaerob viszonyok kozott (Fuck és Radler, 1972)

Ennek kovetkeztében anaerob koriilmények kozott a Schiz. pombe csak gliikoz vagy egyéb

energiaforras jelenlétében képes az L-almasavat metabolizalni (Osotshilp és Subden, 1986b).

A malat enzim a Schiz. pombe-hoz hasonldéan a S. cerevisiae-ben is megtalalhat6, de a
Schizosaccharomyces torzsek almasavbonté képessége mégis sokkal jobb, mint a
Saccharomyces torzseké. A két élesztégomba faj malat-enzimeinek szubsztrat affinitasa
(Ki-értéke) azonban nem mutat olyan mértékii eltérést, ami megmagyarazhand a
nagymértékii kiilonbséget az almasavbontasi képességiikben (Fuck et al, 1973; Temperli et
al., 1965).

Az eltérés a malat transzport mechanizmusanak kiilonbségével magyarazhato. A S. cerevisiae
egyszerl diffuzioval veszi fel az almasavat és egyéb dikarbonsavakat, ezért csak lassu ¢és
kismértekli (16-33%-0s) almasavbontdsra képes (Salmon, 1987). A transzport a
koncentraciogradiens ellenében nem jatszodik le, igy az intracellularis térben az almasav nem

tud felhalmozodni.
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A Schiz. pombe ezzel szemben aktiv transzporttal veszi fel az almasavat egy carrier molekula
segitségével, amely a Saccharomycesekhez hasonléan nem szubsztratspecifikus, €és az
almasavon kiviil egyéb dikarboxilsavak transzportjara is képes. A trikarbonsav-ciklus
kiilonbozé intermedierjei kozil példaul az oxalacetat és a szukcinat kompetitiven gatolja a
malat transzportot, a transzport optimalis pH-ja 3.5, hdmérsékleti optimuma 30 °C (Osotshilp
¢s Subden, 1986b).

Mivel a malat-transzport a Schizosaccharomycesekben a koncentracidogradiens ellenében is
lejatszodik, ezért a koriilmények optimalizalasdval borban akar 100 %-os almasavbontast is el
lehet érni.

A malat-transzport energiafiiggd, ami azzal jar, hogy a Schizosaccharomyces
almasavbontasahoz mas szénforrasnak (pl. gliik6z) is jelen kell lenni a kdrnyezetben. A
glikoz ATP révén energiat szolgaltat a malat-transzportnak, mivel az endogén ATP nem
volna elég a mérhetd aktiv transzporthoz (Sousa et al., 1992a). Az almasav a mael gén altal
kodolt permedz enzim segitségével 1€p be a sejtbe. A gént klonoztédk és az 1. kromoszdmara

térképezték (Grobler et al., 1995).

A malat, mint mar emlitettiik, sem szénforrast, sem energiaforrast nem jelent a sejt szamara, a
hasadd ¢élesztd abbol biomasszat nem képez. Kordbbi felfogasok szerint az almasav
metabolizmusa szorosan Osszefliigg a sejtek novekedésével (Dittrich, 1963) és a
cukorfogyasztassal (Osotshilp és Subden, 1986a), de Taillander és mtsi (1988) kisérleteikkel
nem igazoltdk ezt a feltevést. Stacioner szaporodéasi fazisban 1év0 sejteknek a cukor
felhasznalasaval csokkent az ¢életképessége és ezzel az almasavbonto aktivitasa is. Auriol és
mtsi (1987) kimutattak, hogy nagy almasavtartalom esetében a malat teljes mennyisége a
szaporodas logaritmikus fazisa alatt teljes mértékben nem tudott degradalodni, ilyenkor az
folytatddott a stacioner fazisban 1évé tenyészetnél is a teljes lebontasig. Ha mar stacioner
szaporodasi fazisban 1év6 sejtekhez adagoltak almasavat, az is teljes mértékben degradalodott.
Magyar és Panyik (1989) rogzitett sejtes kisérleteiben a mar nem szaporodoé élesztdsejtek is jo

almasavbont6 aktivitast mutattak.
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2.3.1. Borok savtartalmanak csokkentése malo-etanolos fermentacioval

A must és ezaltal a borok is tobbféle szerves savat tartalmaznak, melyek koziil mennyiségiik
miatt a legjelentdsebbek az almasav, a borkdsav, a tejsav, a szukcinat, a gliikonat, illetve az
aminosavak (Radler, 1993). Ezek egyrészt a sz016bdl erednek, masrészt az erjedés soran az
élesztok illetve egyéb mikroorganizmusok anyagcseretermékeként keriilhetnek a borba.
Hideg éghajlaton gyakran nagymennyiségii almasav halmozddik fel a sz616ben, ami az abbol
késziilt bornak is erds savhatast kolcsondz, rontva annak mindségét. Ilyen esetben
sziikségessé valik az almasav részleges vagy teljes lebontdsa. A boraszati gyakorlatban erre a
kovetkez6 alapvetd modszereket dolgoztak ki:
e (CaCOs-0s savmegkotés (Steele és Kunkee, 1978), amely soran a borkdsav
mennyiségét csokkentik
= tejsavbaktériumokkal torténd biologiai almasavbontas, a malo-laktikus fermentacio

(MLF), melynek soran az almasavat tejsavva alakitjak, amely sokkal gyengébb

savhatast biztosit (Guilloux-Benatier et al., 1985).
A CaCOs-tal torténd savmegkotés soran ligyelni kell arra, hogy a borban legalabb 0,5-1 g/l
szabad borkdsavtartalom visszamaradjon, mert az a bor savas karakterének kialakitasadban
illetve a bor fejlédésében, érésében is fontos szerepet jatszik. A CaCOs-os savtompitds
megvaltoztatja a savak Osszetételét: a borkdsav csokkenése révén tulsulyba keriil az almasav,
ami altalaban nem kivéanatos.
A malo-laktikus fermentacid6 modszerét fOként széraz vordsborok almasavtartalmanak
csokkentésére fejlesztették ki és alkalmazzak vilagszerte (Lafon-Lafourcade et al., 1983). Az

eljarasnak azonban szdmos nehézsége van, ezeket a bevezetoben mar emlitettem.

Mivel a Schiz. pombe-val torténé malo-etanolos fermentacié alapjan Kkifejleszthetd
almasavbontasi technoldgia olyan alternativ lehetdséget nyujthana a bordszoknak, amellyel
kikiiszobdlhetdek lennének a malo-laktikus fermentacio hatranyai, kiillonb6z6 kutatocsoportok
az MEF tobbféle gyakorlati kivitelezését tanulmanyoztdk. Az alkoholos erjedést kovetd
almasavbontas nehézsége, hogy a kierjedt borban mar nincs jelen a Schiz. pombe
szaporodasdhoz elengedhetetlen szén-forrds, csak cukor adagoldssal lehetne a szaporodas
feltételeit megteremteni. A legjobb eredményeket eddig ugy érték el, hogy a must részleges
almasavbontasat Schizosaccharomycesekkel elvégezve, eltavolitottak azokat, majd ezt kdvette

a borélesztok alkoholos erjesztése (Delfini et al., 1982; Snow ¢és Gallander, 1979).
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A Schizosaccharomycesek eltavolitaisa a MEF-t kovetéen azonban boraszati (ipari)
koriilmények kozott technikailag nehezen megoldhatd feladat. Ezt probaltdk megoldani
immobilizalt sejtekkel (biokatalizator) hasznalatdval (Magyar és Panyik, 1989; Yokotsuka et
al., 1993; Rosini és Ciani, 1993; Ciani, 1995) illetve felmeriilt a probléma megoldasaként az
¢lesztd flokkulacid lehetdségének kihasznalasa (Geleta, 1996).

Az erjesztés elotti almasavbontas soran azonban tobb nehézséggel is kellett szamolni: a Schiz.
pombe esetenként elbontotta az almasav teljes mennyiségét, vagy éppen a Saccharomycesek
tulnétték a Schizosaccharomyceseket ezzel gatolva azok optimalis miikodését (Benda és
Schmitt, 1969; Gallander, 1977). Minden esetben komoly problémat jelentett tovabba az
erjesztés eldtti vagy a részben kierjesztett borokban végzett almasavbontds soran, hogy a
Schiz. pombe torzsek kellemetlen kéntartalmi aromavegylileteket termeltek. Erre
vonatkozoan egyetemiink Boraszati Tanszékén is végeztek mar vizsgalatokat €s a kiilonb6zo
Schiz. pombe torzsek kozott kénhidrogén termelésben alapvetd eltéréseket tapasztaltak
(Varga, 1992). A nitrogén forras mindsége sem elhanyagolhaté ebbdl a szempontbol,
megfigyelések szerint a szerves nitrogénforrasokon erdsebb a H,S termelés, mint a szervetlen
ammoniumson, tovabba nitrogénforrds hidnyaban erdsen megndvekszik a kénhidrogén
termelés (Varga, 1992; Németh, 1995). A tapkdzeg magasabb etanol tartalma (kb. 10%)
Iényegesen csokkentette a torzsek kénhidrogén termelését, de ugyanakkor az almasavbontas

hatékonysagat is (Németh, 1995).
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2.4. Az élesztogombak kénforras metabolizmusa és a kéntartalmu vegyiiletek

bioszintézise

2.4.1. Kénvegyiiletek az élesztogombakban és a szaporodas kénforras igénye

Kéntartalmti vegyiiletek szamos szervetlen illetve szerves formdban vannak jelen a
kornyezetben. A kén jelenléte minden él6lény szdmara, igy az élesztok részére is alapvetd
fontossagu, hiszen szdmos szerves vegyiilet felépitésében vesz részt: vitaminok, koenzimek ¢és
aminosavak (metionin és cisztein) alkotdeleme. A tiol-csoport az elektron-transzport lancban
¢s a novekedés, illetve a sejtosztddds folyamataban tobb enzim aktiv centrumdnak fontos
alkotoja.

A kén oxidacids allapota kiilonbozé vegyiileteiben -2-t6l +6-ig terjed. A koztes oxidacios
allapott kéntartalmu vegytiletek kémiailag €s biologiailag aktivak.

Az ¢élesztok képesek a szulfatot, mint a legmagasabb oxidacidés szamu kéntartalmu
vegyiiletetet szulfittd, majd szulfiddd redukdlni, amely altaldban beépiill a szerves
kénvegyiileteikbe. Ezt nevezzik a szulfat asszimildciés redukcidjanak, amelyrél a

tovabbiakban majd részletesen targyalunk.

Az Osszes kén mennyisége az €lesztOben az anyagcserében jatszott fontos szerepéhez képest
kicsi, a Saccharomyces cerevisiae-ben a szaraz tomeg 0,2-0,9 %-a (Maw, 1963a; 1965). Az
¢lesztOsejtben a legjelentésebb kénvegyliletek a metionin és cisztein aminosavak, a cisztin,
valamint a glutation tripeptid. A glutation koenzimként jatszik fontos szerepet, tiol-
csoportokat szolgaltat és fontos szerepe van a bioldgiai redox-rendszerben. A cisztein €s
metionin a peptidek illetve proteinek szintézisé¢hez elengedhetetlen. A cisztein SH-csoportja
tobb enzim katalitikus centrumdban szerepel, tovabba a glutation tripeptid és a cisztin
Osszetevdje. A ciszteamin (ami a cisztein dekarboxilacids terméke) szulfhidril csoportja a

coenzim-A funkcionalis csoportja.

A szervetlen kén sejten belil - foleg szulfat alakjaban - kis mennyiségben van jelen.
Kimutattdk, hogy a szabad, szervetlen szulfat csak rovid ideig marad a sejtben ebben a
forméaban, nagy része atalakul szerves kéntartalmu anyagokka. Maw (1963) sorélesztével
végzett kisérletei szerint 1 ora utdn az élesztd altal a tapkdzegbdl felvett szulfat-kén 60 %-a

protein-kénné alakult at, minddssze 5 %-at tudta mérni raktarozott szulfat-ionok formajaban.
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Maw (1965) sorélesztovel végzett kisérletei szerint az S. cerevisiae szaporodasahoz 10 mg/l
0sszes kén sziikséges. Asszimildlhato kénforras hidnyaban az élesztd szaporodasa gatlodik.
Az élesztdk S-tartalmil vitamin igénye (biotin, tiamin) meglehetdsen kiilonbozo.
A S. cerevisiae-nek sziiksége van biotinra, viszont képes novekedni tiamin nélkiil is, bar az
optimalis novekedéshez 50-500 pg/l tiamin mégis sziikséges (Maw, 1965). A maximalis
novekedéshez 100 pg/l biotin kell, sok élesztd szamara azonban 1 pg/l biotin is elegendd.
szintézisét, csokken a DNS-, RNS- és dsszprotein-tartalom, valamint jelentésen megvaltozik a
poliszacharid-6sszetétel. A sejtfal gliikdntartalma novekszik, a mannantartalma csokken,

ezaltal a sejt torékenyebbé valik (Maw, 1965).

2.4.2. A kénvegyiiletek felvétele

2.4.2.1. A szervetlen kénvegyiiletek transzportja

A szervetlen szulfat az élesztok szdmara a legfontosabb kénforras. Mint minden szervetlen

ion, a szulfat is egy nagyon specifikus membran transzport rendszer segitségével jut a sejtbe.

Saccharomyces cerevisiae-ben Maw (1963b), illetve Roomans és mtsi (1979) egyetlen
szulfat-transzport rendszert irnak le, amely Michaelis-Menten kinetikat kovet. Breton és
Surdin-Kerjan (1977) szerint azonban a S. cerevisiae szulfat-felvételében két permeaz vesz
részt, amelyek kétfazisi Lineweaver-Burk kinetikat mutatnak, az I. permedz nagyobb
aktivitdsu (Ky,=0,005mM) mint a II. permedz (K,=0,35mM). E két permeaz aktivitasat
gatolja az endogén szulfat és az APS (adenozin-5-foszfoszulfat), mely utobbi a szulfat

asszimilacio egyik intermediere.

Elséként Smith és mtsi (1995) izolaltak a S. cerevisiae-nél szulfat-felvételben sériilt
mutansokat, majd klonoztdk a SUL1 gént, melynek inaktivalasa okozta a szulfat transzport
sériilését. Szelendt- és kromat-rezisztens mutansok szisztematikus vizsgalataval a SUL1L
mellett tovabbi két, a transzportért felelds gént irtak le, a SUL2 és SUL3 géneket. Szulfat
transzport kinetikai vizsgélatokkal kimutattak, hogy a SUL1 és SUL2 gének nagy affinitasu
szulfat-transzporter proteineket kodolnak. A SUL3 gén “terméke” pedig a SUL2
transzkripcids szabalyozasaban vesz részt, de a reguldcid pontos mechanizmusa még nem

tisztazott (Cherest et al., 1997).
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A sejtek optimalis szulfat felvételéhez megfeleld energia- és nitrogénforrasnak kell
rendelkezésre allni (Maw, 1963b). Az L-metionin, L-cisztein, és DL-homocisztein

visszaszoritjak a szulfatfelvételt. Ez a hatas nem észlelhetd glutation és cisztin esetében.

A Saccharomyces fajok tobbségénél a szervetlen szulfat helyettesithetd szulfittal vagy
tioszulfattal. A szulfit vizes kozegben harom formaban lehet jelen, amelyek részaranya a
kozeg pH-jatol fiigg. Erésen savas pH tartomanyban (<1,77) az SO, forma a dominans, mig
lagos pH értékek mellett (>7,2) a szulfit tobbnyire SO5> formaban fordul eld. Koztes pH-
értekeknél a két emlitett forma, illetve a biszulfit ion (HSOs’) egyiittesen van jelen.

Az els6 szulfit transzport vizsgalatok azt mutattak, hogy a szulfit csak SO, formaban képes
aktiv transzporttal a sejtbe jutni (Macris és Markakis, 1974). Egy késébbi tanulmanyban
Stratford és Rose (1986) szintén arrdl szamolt be, hogy szaporodast a pH=3-5 tartomanyban
tapasztaltak, am itt a szerzok azt feltételezik, hogy a SO,-ot egyszeri diffuzioval veszik fel a

sejtek.

2.4.2.2. A szerves kénvegyiiletek transzportja

A Saccharomyces fajok esetében mar koran kimutattak, hogy azok a szervetlen szulfathoz
hasonldan a metionint is aktiv transzporttal veszik fel a kozegbdl (Maw, 1963, Suomalainen
¢és Oura, 1971). A S. cerevisiae-ben a masik kéntartalmi aminosav, a cisztein transzportjat is
jellemezték. A glutationt, mint szerves kénforrast, a metioninhoz hasonléan hasznositja a S.

cerevisiae.

Az ¢élesztdben valamennyi aminosavat specifikus vagy nem specifikus permeédzok
transzportalnak. Az altalanos aminosav permeaz (Gaplp) a fehérjékben talalhatd Osszes
L-aminosavat, tovabba hasonlé vegyiileteket — mint ornitin, citrullin, néhany D-aminosav ¢€s
toxikus aminosav analogok — transzportalni képes (Wiame et al., 1985). A Gap1p ugyanakkor
bizonyos koriilmények ko6zott nem milkddik, példdul nitrogénforrasként ammonium
jelenlétében aktivitdsa megsziinik. Ilyenkor az aminosavakat specifikus, a sejtmembranba
integralodott permeazok transzportaljak

A metionin transzportjanal egy nagy affinitasut (MUPL) és két kis aktivitasu (MUP2 ¢és
MUP3) specifikus permeazt kodolod gént irtak le (Isnard et al., 1996). A cisztein specifikus
transzportja is ismert, de a transzportért felelés gént még nem izolaltak. Egy kinetikai

tanulmanyban egyetlen cisztein permedzt jellemeztek, melyet a homocisztein illetve metionin
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gatolnak és a transzport rendszer feltehet6leg az intracelluldris cisztein tartalom altal

szabalyozott (Ono ¢és Naito, 1991).

2.4.3. A kénvegyiiletek asszimilacidja és a kéntartalmu vegyiiletek bioszintézise

2.4.3.1. A szulfat redukcioja

A leggyakoribb kénforrds, a szulfat egy asszimildcids-redukcids anyagcesereut soran szulfidda
redukalodik és szulfidként (S*) épiil be a szerves vegyiiletekbe (De Robinchon és Surdin-
Kerjan, 1971, Jones ¢és Fink, 1982). Az anyagcsere folyamat Iépései a 4. dbran lathatok. (A

szOvegben zarojelbe tett szdmok a 4. dbran szdmozéssal feltiintetett enzimeket jelolik.)

A szulfat és szulfid kozotti szabadenergia kiilonbség (AG®) 800 kJ/mol, tehat jelentds energia
befektetésre van sziikség ehhez a redukcidhoz, ezért a redukcids 1épést a szulfat aktivalasa

elézi meg.

Az extracellularis szulfatot a szulfat permeazok (1.) juttatjak a sejtbe. S. cerevisiae esetében

két nagy aktivitdsu szulfat permeédzt mutattak ki, ahogyan azt mar az el6zéekben targyaltuk.

A transzportot a sejten beliil a szulfat aktivalasa koveti, amely két 1épcsében valdsul meg.
Eldszor az adenozin-5-trifoszfatbol (ATP) és a szulfatbdl pirofoszfat lehasaddsaval adenozin-
5-foszfoszulfat (APS) képzddik. Ezt a reakciot az ATP-szulfurildz (mas néven: szulfat-
adenylyl-transzferaz) (2.) katalizalja. A reakcié energetikailag a szulfat és ATP képzddés
iranyanak kedvez. A reakcid csak azért mehet végbe, mert pirofoszfat hasad le a szervetlen
pirofoszfataz hatdsara, valamint az anyagcsere folyamat kovetkezd enzimének K-értéke az
APS-re nézve nagyon alacsony (Slaughter, 1989).

Masodik 1épcsdben az APS foszforilezése torténik 3'-foszfo-adenozin-5'-foszfoszulfatta

(PAPS), amit az APS-kinaz (3.) katalizal.

Az ATP-szulfurilaz enzim egy hat monomerbdl 4116 homohexamer (Ullrich et al., 2000). A S.
cerevisiae ATP-szulfurilaz enzimét a X. kromoszoma MET3 génje kodolja (Cherest et al.,
1987). A met3 mutansok nem képesek a szervetlen szulfatot kénforrasként hasznositani, de a
tobbi szervetlen kénvegyiilet, a tioszulfat, szulfit és szulfid jelenlétében, illetve szerves
kénforrasokon képesek szaporodni. Az ATP-szulfurilaz enzimet kodold gént élesztdgombabol

¢s magasabbrendll szervezetekbdl is sikeriilt klonozni (Klonus et al., 1994, 1995).
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1. szulfat-permeaz (2 enzim) 8a. cisztein-szintaz
2. ATP-szulfurilaz 8b. = 12. homocisztein-cisztein-szintaz
3. APS-kinaz 9. cisztationin-B-szintaz
4. PAPS-reduktaz 10. cisztationin-y-liaz
5. szulfit-permeaz 11. homoszerin-acetiltranszferaz
6. szulfit-reduktaz 12. = 8b. O-acetilhomoszerin-szulthidrilaz 18.
7. szerin-acetiltranszferaz (homocisztein-szintaz)
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PAPS: 3’-foszfo-adenozin-5’-foszfoszulfat

4. abra A szulfat asszimilacios redukcioja és a kéntartalmu aminosavak bioszintézise
Saccharomyces cerevisiae-nél (Rauhut, 1993)
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Az APS-kindz aktiv allapotaban egy homodimer molekula (Schriek és Schwenn, 1986),
melynek monomerjét a MET14 gén kdédolja (Masselot és Surdin-Kerjan, 1977). A gént
klonoztak (Fitzgerald-Hayes, 1982) és szekvenaltak (Korch et al., 1991). A Metl4p aminosav
szekvenciaja nagyon hasonlé mas mikroorganizmusoknal leirt APS-kin4dzok szekvencidjahoz

(Thomas ¢és Surdin-Kerjan, 1997).

A szulfat ion két 1€pcsOben lejatszodo aktivalasa utan kovetkezik az elsd redukcids 1épés: a
PAPS-reduktaz (4.) a PAPS-ot szulfitta ¢és foszfo-adenil-foszfattd (PAP vagy 3'-5'-difoszfo-
adenozin) redukalja. Ebben a folyamatban a NADPH, mint elektron donor vesz részt (Peck és
Lissolo, 1988). A reakciot egy komplex elektron-transzport rendszer iranyitja. In vitro a PAPS
redukcidja harom izolalt protein frakciot igényel: az A, B, ¢és C egységet. Koziiliik kettd, az A
¢és a B héérzékeny, nagy molekulasulyt, mig a C frakcié egy hoéallo, nem dializalhato, kis
molekulastlyt enzim (Wilson et al., 1961). Porqué (1970) bizonyitotta, hogy a PAPS in vitro
redukciojdhoz harom protein sziikséges: ezek a tioredoxin, a tioredoxin-reduktaz és a PAPS-
tiol-szulfotranszferaz, amelyek sorban a C, A és B enzimfrakcioknak felelnek meg.

A szulfatcsoport C frakcidra vald atvitele soran a kénatom nem kozvetleniil redukéalodik +6-
r6l +4-re. Elészér +6-r61 +5-re valtozik a vegyérték, ezutdn spontdn intramolekuldris
redoxireakcié megy végbe, amikor diszulfid képzddik és egy +4 oxidacids allapoti szulfit-
anion szabadul fel. Ezért a PAPS-reduktazt PAPS-tiol-szulfotranszferaznak is nevezik (Peck
¢s Lissolo, 1988).

S. cerevisiae-ben a PAPS-reduktazt a MET16 gén kodolja és az aktiv enzim egy homodimer
molekula (Thomas et al., 1990, Berendt et al., 1995).

A szulfit, mint koztestermék transzportaloédhat a kozegbe akar a szulfit-permeédzzal (5.)

aktivan, vagy passzivan, diffuzioval (Stradford és Rose, 1986).

Az intracellularis szulfit a szulfit-reduktaz (6.) hatasara szulfidda redukalodik. Ebben a
redukcios Iépésben harom NADPH szerepel elektrondonorként (Y oshimoto és Sato, 1968).

A S. cerevisiae tisztitott szulfit-reduktaza olyan komplex protein, amely kiilonboz6
prosztetikus csoportokat tartalmaz: flavin mononukleotidot (FMN), flavin adenin
dinukleotidot (FAD), vas-porfirin gylriit és egy sirohaem specialis prosztetikus csoportot

(Kobayashi ¢s Yoshimoto, 1982a,b,c).
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A S. cerevisiae szulfit-reduktaz enzime négy alegységbdl all: két a és két B alegységbdl. Az a-
alegységet a MET10 (Kobayashi és Yoshimoto, 1982a), a B-alegységet a METS (Kobayashi
¢s Yoshimoto, 1982b) gén kodolja. Ezen génekben sériilt mutansok fenotipusa megegyezik

(Thomas ¢és Surdin-Kerjan, 1997).

2.4.3.2. A cisztein és metionin bioszintézise

A redukalt kén ugy épiil be a szerves szénvegyiiletekbe, hogy a szulfid ion a cisztein és
metionin aminosavak szintézisének kiilonféle elévegyiileteivel reagdl, ez az elsd 1épés a

kéntartalmt aminosavak szintézisében.

A cisztein képzddésének Saccharomyces cerevisiae-ben két Utja van (Jones és Fink, 1982,

Ono el al., 1988).

1. Az egyik reakciout els6 Iépése a szerin acetilezése szerin-acetiltranszferazzal (7.)
O-acetilszerinné. Ezt a reakciot szulfhidrilezés koveti (8a + b), amikor cisztein keletkezik,
szabad vagy kotott szulfid felhasznalasaval. Két enzim katalizalja a folyamatot: a cisztein-
szintaz felelés a cisztein termelésért, mig a bifunkcids homocisztein-szintaz (amelyet
bifunkcios szulthidrilaznak, vagy O-acetilhomoszerin-O-acetilszerin-szulthidrilaznak is

neveznek) a cisztein €s homocisztein keletkezését is segiti (Yamagata, 1989).

cisztationin képzddik a cisztationin-f-szintadz (9.) hatasara. Ezt egy hasitas koveti, amelyet
a cisztationin-y-lidz (10.) katalizal, és a reakcioban cisztein keletkezik.
S. cerevisiae-ben a cisztationin-B-szintdz enzimet az STR4 (Cherest és Surdin-Kerjan, 1992,
Ono et al., 1992), a cisztationin-y-liaz enzimet az STR1 (Cherest és Surdin-Kerjan, 1992,

Cherest et al., 1993) gén kodolja.

A metionin keletkezése a homoszerinnek a homoszerin acetiltranszferazzal (11.) katalizalt,

acetil-CoA-fliggdé acetilezésével kezdddik (Naiki és Yamagata, 1973). A S. cerevisiae

homoszerin acetiltranszferaz enzimét a MET2 gén kodolja (Cherest et al.,, 1979). Az

O-acetilhomoszerin homociszteinné alakulasanak két lehetséges utja van:

1. az O-acetilhomoszerin kozvetlen szulthidrilezése homociszteinné. A szulthidril csoport
szabad szulfidként vagy tioredoxin carrierrel vihetd 4. A reakciét az

O-acetilhomoszerin szulthidrilaz (homocisztein-szintaz) (12.) katalizalja.
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2. az O-acetilhomoszerin kondenzécidja ciszteinnel cisztationin-y-szintaz kozremiikodésével
(13.) cisztationinnd. Ezutdn a cisztationin-f-lidz (14.) a cisztationint homociszteinre,
piruvatra és ammoniumra bontja.

M¢ég nem tisztazott a kérdés, hogy a két reakciout koziil melyik dominal (Yamagata, 1989).

A metionin ezutan a homociszteinbdl keletkezik a kénatom metilezésével, amely reakciot a

homocisztein-metiltranszferaz (15.) katalizalja.

Az ¢élesztdgomba metionin szintézisében szerepld két kulcsfontossaghi enzimét kddolo

géneket is sikeriilt mar meghatarozni: az O-acetilhomoszerin szulfhidrilaz (homocisztein-

szintdz) enzimet (12.) a MET25 gén kodolja (Thomas et al., 1992b), a homocisztein-

metiltranszferazt (15.) pedig a MET6 gén (Csaikl ¢és Csaikl, 1986, Mountain et al., 1991). A S.

cerevisiae met25 mutansat Schiz. pombe cDNS konyvtarral transzformalva, majd plazmidrol

visszaizolalva mar megtalaltak a homocisztein-szintaz enzimet kodold gént Schiz. pombe-ban

is (Brzywczy et al., 2002).

A metionin a cisztein prekurzora is lehet (Ono et al., 1988). A bioszintézisnek ez az Utja az
S-adenozil-metionin (SAM) képzddésével kezdddik a SAM-szintdz (16.) hatdsara. A
kovetkezd 1épés a SAM demetilezésére S-adenozil-homociszteinné SAM-demetilazzal (17.).
Az S-adenozil-homocisztein adenozil-homociszteinaz (18.) kozremiikodésével
homociszteinné alakul, majd ezt a B-cisztationin-szintaz (9.) cisztationna alakitja. A ciszteinné
alakulas utols6 1épését a y-cisztationaz (10.) katalizalja.

A S. cerevisiae-ben Chiang és Cantoni (1977) két fiiggetlen S-adenozil-metionin szintaz (16.)
enzimet irtak le. Ezt az eredményt késébb megerdsitette, hogy mindkét enzimet kodolod gént, -
SAM1 és SAM2 - megtalaltak (Cherest et al., 1978). Nem befolyasolta a sejtek szaporodasat,
ha a két gén koziil barmelyiket inaktivaltdk, ezzel bebizonyitottdk, hogy azok aktivitasa
valoban fliggetlen egymastol (Thomas et al., 1988).

Erdekes megjegyezni, hogy a Schiz. pombe-ban a kén-metabolizmusban szerepet jatszo gének
koziil elsdként az S-adenozil-metionin szintaz enzimet kodold SAM1 gént vizsgaltdk ¢és

klonoztak (Hilti et al., 2000).

2.4.3.3. Transz-szulfurilaciés anyagcsereut hianya a Schizosaccharomyces pombe-ban

Az un. transz-szulfurildcids anyagcsereut azokat a reakciokat tartalmazza, amelyek lehetévé

teszik a cisztein és homocisztein atalakuldsat egymasba a cisztationin intemedieren keresztiil.

Saccharomyces cerevisiae-ben mindkét transz-szulfurilacios ut 1étezik, azaz mindkét iranyban
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lejatszodik a folyamat, mig az emlds sejtekben csak a homocisztein — cisztein irdny

miikddik, enterobaktériumokban pedig a cisztein — homocisztein ut.

A Schiz. pombe-ban a cisztationin B-szintaz (9.) és a cisztationin y-liaz (10.) enzimek
aktivitdsanak hidnydban a metioninbél homociszteinen keresztiill nem képzddik cisztein
(Brzywczy et al., 2002), ezért elvileg a metionin nem is lehet kén-forrds a hasado élesztd
szamara, hiszen a cisztein keletkezéséhez nem kozvetlen prekurzor. Ugyanakkor a Schiz.
pombe képes a metionint egyediili kénforrasként hasznositani €s izolaltak illetve térképeztek
is metionin auxotréf mutansokat. Kohli és mtsi (1977) az altaluk izolalt metionin auxotrof
mutansokat izoldldsi sorrendben novekvd szdmozdssal (metl-met5) nevezték el, a
kromoszomakra betérképezték a sériilések helyét, de nem azonositottak a sériilt géneket.
Schweingruber és mtsi (1998) szintén izolaltak metionin hianyos Schiz. pombe mutansokat,
melyeket az Osszetévesztés elkeriilése végett met6-t6l kezdtek szamozni hasonlo logika
alapjan.

Kérdés, hogy ha metioninbdl a transz-szulfurilacidés anyagcsereuton kozvetleniill nem
keletkezik cisztein, akkor a metionin mégis hogyan hasznosul a hasadoélesztoben, a metionin
kénatomja hogyan 1ép be a hasadd élesztd kén anyagcseréjébe, milyen anyagcesereut jatszik

ebben szerepet.

2.4.4. A kén-metabolizmus szabalyozasa

A metionin és cisztein bioszintézise feedback enzimszabalyozas alatt all. A szulfat-redukciot
¢s a kéntartalmi aminosavak szintézisét elsOsorban a végtermékek — a cisztein és a
metionin —, a SAM ¢€s a metionil-tRNS szabalyozzak.

A szabdlyozas feltehetdéen nem egyes enzimeket érint. A szulfatredukcids anyagcserett,
illetve az acetilezési és szulthidrilezési reakciok enzimeit "met-I enzimcsoportnak" nevezik és
ugy tlnik, itt az egész csoportra kiterjedd koordindlt enzimszabalyozas nyilvanul meg
(Cherest et al., 1971, Surdin-Kerjan et al., 1976). Mas szerzok szerint (Dott és Triiper, 1978;
Heinzel és Triiper, 1978; Heinzel et al., 1979) azonban a koordinécio6 a szulfat-permeézra, az
ATP-szulfurilazra, a PAPS-reduktazra és a szulfit-reduktdzra nem érvényes. Az APS-kindz
bioszintézisét a metionin nem befolyasolja.

A metionin €s az S-adenozil-metionin (SAM) hatasanak vizsgalatai azt mutatjak, hogy a met-
I-enzimcsoport metionin okozta gatldsaért a metionin SAM-ma alakulédsa felelds, vagyis a
metionin ilyen modon fejt ki represszald hatast (Thomas et al.,, 1988). A vad tipust

¢lesztOknek minimal taptalajban metionint adagolva a SAM ¢és a metionin mennyisége
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novekedett, mig SAM hozaadésa csak a SAM mennyiségének nodvekedését okozta (Cherest,
1973, Jones ¢és Fink, 1982).

Ono ¢és mtsi (1996) eredményei szerint az OAS (O-acetilszerin) pozitiv effektorként egy
koordinalt indukcidt valt ki a szulfat-asszimilacid enzimeinél, a cisztein illetve annak

metabolitjai pedig gatld hatassal vannak a szulfat-asszimilacios enzimekre.

Transzkripcios szinten harom pozitiv regulator fehérjét irtak le a S. cerevisiae-ben, amelyeket
a MET4, a CBF1 ¢s a MET28 gének kodolnak.

A MET4 génnek ugy tlnik, kulcsszerepe van az egész szulfat-asszimildcioban. A metd
mutansok nem tudjak hasznositani a szervetlen kénvegyiileteket (Marzluf, 1994) ¢és a
ciszteint, tovabba metionin auxotréfok (Thomas et al., 1992). A met4 mutansokban a szulfat
transzport nem miikodik, tovabba a MET2, MET3, MET5, MET10, MET14, MET16, ¢s
MET25 gének nem irddnak 4t (Mountain et al., 1993, Thomas et al., 1992a).

A kénmetabolizmusban résztvevd szamos gén transzkripciojat a CBF1 gén altal kodolt Cbflp
fehérje szabalyozza. Kimutattdk, hogy a fehérje nagymértékben befolydsolja a MET16, a
MET14 és a MET10 gének expressziojat és a szulfat-permeaz aktivitdsat (Thomas et al.,
1992a). A cbfl mutansban nagymértékben csokkent az emlitett gének expresszioja. A MET25
¢s a MET3 gének expresszioja cbfl mutansban csak a felére csokkent (Kuras és Thomas,
1995). Ez azt bizonyitja, hogy a CBF1 gén mellett egyéb transzkripcids regulatorok is fontos
szerepet jatszanak a MET gének szabalyozasaban.

S. cerevisiae esetében a MET28 gén kénanyagceserében betdltott regulator szerepérdl
szamoltak még be, amely szintén a MET gének szabalyozasaban nyilvanul meg. A met28
mutans szelenat rezisztens, valamint metionin €s cisztein auxotrof (Thomas €s Surdin-Kerjan,
1997). A mutans térzsben a MET3, MET10, MET14 és MET16 gének transzkripcidja csokkent
(Kuras et al., 1996).

A hérom regulator fehérjénél bebizonyitottdk, hogy azok egy komplexként kdtddnek a MET

crer

2.4.5. Szelenat rezisztencia és a szulfat hasznositasi képesség osszefiiggése

A szelenat (SeO4%) a szulfat (SO4”) toxikus analégja, azaz a szelenatot a szulfat-permedz
transzportalja a sejtbe és a szulfat asszimildcids anyagcsereut enzimei a szulfattal analog
modon szelenitté redukaljadk. A szelén-tartalmu analégok a kén metabolizmus egy sor

1épésének szubsztratjai, a szulfat felvételtdl egészen az aminosav szintézisig (Arst, 1968).
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A szelenit toxikus hatidsa révén bizonyos koncentracioban mar letalis hatast fejt ki. A
sejtekben mikodo detoxifikacios folyamatok soran, pédaul fitokelatinok segitségével elemi
szelén is képzdédhet, ami a fehérjékben beépiil a kén atom helyére és ezzel gatolja azok
normalis miikodését (Lauchli, 1993). Egyéb toxikus vegyiiletek is transzportalodhatnak a
szulfat-permeaz segitségével, mint példaul a kromat (CrO4>), de azok a szulfat-redukciods

anyagcsereuton nem haladnak tovabb, kozvetleniil fejtik ki gatld hatasukat.

Tobb mikroorganizmusnal (Hussey et al., 1965; Pardee et al., 1966; Arst, 1968; Buxton et al.,
1989; Smith, 1995, de Lucas et al., 2001), de magasabbrendii novényeknél (Shibagaki et al.,
2002) is izolaltak mar szelenat rezisztens mutdnsokat, amelyek a szulfatot nem tudtidk
hasznositani. A rezisztencia hatterében a szulfat-permedz, vagy a szulfat sejten beliili
aktivalasaban részt vevd ATP-szulfurildz, APS-kindz vagy a redukciot végzd PAPS-reduktaz
enzim sériilése allt, sOt az emlitett gének transzkripcids aktivatorainak sériilése is attételesen

inaktivalhatja a felsorolt enzimeket.

Hussey és mtsi (1965) olyan Aspergillus nidulans mutansokat jellemeztek biokémiai
szempontbol, amelyek az exogén szulfatot nem tudtdk szulfittd redukélni. A szelenat és
kromat toxikus analogok segitségével megallapitottak, hogy a mutdnsok az extracellularis
szulfattol az intracellularis szulfitig tarté anyagcsereut négy enzimének génjeiben sériilhettek
(Arst, 1968).

Aspergillus niger és Aspergillus nidulans szelenat-rezisztens torzseket két komplementacios
csoportba osztottak. SB™ jelolést hasznaltak azokra a szelenat-rezisztens torzsekre, amelyek a
szulfat-permedz enzimben sériiltek, és emiatt kromatra (CrO4”) is rezisztensek voltak. A
szintén szelenat-rezisztenciat mutatd sC jelli komplementacios csoport az ATP-szulfurilazban
sériilt, és ezek a mutansok kromatra érzékenyek maradtak. Klonoztak az Aspergillus nidulans
sC" gént, plazmidba épitették be és igy az ATP-szulfurildz gén bejuttatasaval komplementalni

tudtak az Aspergillus niger sC” mutansokat (Buxton et al., 1989).

A szulfat transzportban sériilt Salmonella typhimurium mutansok is a szelenaton kiviil
kromatra is rezisztensek voltak (Pardee et al., 1966; Dreyfuss, 1964).

S. cerevisiae torzseknél szintén izolaltak szelenat- és kromat-rezisztens mutansokat, amelyek
a szulfat transzportban szerepet jatszo SUL1 génben sériiltek (Smith, 1995). A MET3 (ATP-
szulfurilaz), MET14 (APS-kinaz) és MET16 (PAPS-reduktiz) génekben sériilt mutansok

fenotipusa is szelenat rezisztens (Thomas és Surdin-Kerjan, 1997).
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2.4.6. Saccharomyces cerevisiae élesztogombak kén-hidrogén termelésének szabalyozasa

molekularis klonozassal

Tobb kutatdcsoport vizsgalta sorélesztoknél a molekularis klénozés lehetéségét a torzsek kén-
hidrogén termelésének csokkentésében. “Fiatal” sorokben, hasonléan az ujborhoz, gyakran
magas a H,S tartalom, melynek mennyisége az érlelés soran csokken, de az érlelési i1d6
roviditése, vagy a tal magas H,S szint elkeriilése érdekében foglalkoznak a torzsek kén-

hidrogén termelésének visszaszoritasaval.

Tezuka és mtsi (1992) a H,S termelést gatldo NHS5 gént klonoztak a S. cerevisiae X2180-1A
génkonyvtarbol, majd megfeleld vektorba épitve also-erjesztésli sorélesztOben expresszaltak.
A klonozott NHSS gén a cisztationin-B-szintdz enzim termelését befolydsolta, amely a
homocisztein cisztationinna torténd konverziodjat katalizalja.

A NHS5 gén expressziojaval az €lesztd H,S termelését sikeresen csokkentették, mig az €élesztd

egy¢éb fermentacids tulajdonsdgai nem valtoztak.

Omura ¢és mtsi (1995) szintén sorélesztoben a MET25 gént klonoztak és a konstitutiv
glikolitikus promoter szabalyozasa al4 helyezték. A MET25 gén a homocisztein-szintdz enzim
termeléséért felelds, ez az enzim gyakorlatilag a H,S-t (szulfid iont) hasznal a metionin
szintéziséhez. Feltételezték, hogy ez a gén kulcsfontossagl szerepet jatszik a felesleges H,S
termelésben.

A MET25 gén expresszidja a transzformansokndl tSbbszorosére emelkedett és a sziiloi

torzsekhez viszonyitva koriilbeliil tizedannyi H,S-t termeltek.

Hansen és Kielland-Brandt (1996) a sorélesztd szulfit termelését akartdk megndvelni annak
antioxidans ¢és aromastabilizal6 hatasa miatt a MET2 gén inaktivalasaval. Hipotézisiik az volt,
hogy a MET2 gén altal kodolt homoszerin-acetiltranszferdz gatlasaval a szulfid
akkumulaldédik a sejtben, ami a kén asszimildcidos Ut derepresszaldsan keresztiil szulfit
akkumulaciot idéz elé. Ha a vizsgalt tetraploid torzsnél csupan egyetlen MET2 gén maradt
aktiv, a szulfit termelés megnovekedett. Amennyiben mind a négy MET2 gén kopiat
inaktivaltak, még er0sebben megndtt a szulfit mennyisége. Mindkét esetben azonban a szulfit

termeléssel parhuzamosan megndvekedett a transzformansok H,S termelése is.
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2.5. A borok kéntartalmu illékony vegyiiletei

Miiszeres analitikai modszerekkel eddig kozel negyven kéntartalmti anyagot mutattak ki a
borban (Rapp ¢és mtsi, 1985, Rauhut, 1993). Csak néhdny kénvegyiilet esetében ismert a
keletkezés és a bor illatdnak kialakitdsdban jatszott pontos szerep. Bizonyos S-tartalmu
komponensek jelenléte, vagy koncentracidvaltozasuk okozta szinergikus €s antagonisztikus

hatasokat még alig vizsgaltak.

A kénhidrogénes szag egy olyan borhiba, amely mar tobb mint 300 éve ismeretes. A német
szakirodalom a ”bochser” (bakszag) kifejezést hasznalja, 1672-ben J.D. Portzt a
kovetkezOképpen definidlta ezt a hibds aromat: A rajnai bor, kiilondsképpen a Bacharacher

2

kémiai természete”, ”...egy sajatos illata a bornak, amely a bakszagra hasonlit, innen
szarmazik az elnevezése is” (Lemperle, 1981).

A kénhidrogénes illathiba kialakul4saért a borban elsdsorban maga a H,S, de a kénhidrogén
tovabbi reakcidibdl szarmazo illékony kén-vegyiiletek is feleldsek.

Az illékony kéntartalmti vegyiiletek kdzé nagyon erds aromaanyagok tartoznak, amelyek
kivanatos, de ugyanakkor nem kivanatos illatjegyek kialakitasaban is részt vehetnek (Schutte,
1975). Az illékony kéntartalmu vegyliletekre tovabba jellemzd a rendkiviil alacsony
szagkiiszobérték, nanogrammnyi €s mikrogrammnyi mennyiségiik mar elegendo lehet illat- és
izhibdk kialakitdsdhoz. Ilyen kénvegyiiletek alakitjak ki sok élelmiszer (pl. hagyma,
fokhagyma, képoszta, sparga, fott- és siilt hus, hal, sajt és feketeribizli) jellegzetes aroméajat is

(Rauhut et al., 1995).

Egyes olyan S-tartalmi komponensek szaglasi kiiszobértékeit adja meg az 1. sz. tablazat,
amelyeket a bor aromdjara valé hatdsukkal és a kénhidrogénes hiba keletkezésével
kapcsolatban gyakran targyalnak (Rauhut et al., 1995; Goniak és Noble, 1987). A borok

crer

feltintettik.

A H,S szaglasi kiiszobértéke 10-80 pg/l tartomanyban van és igy a metil-merkaptan (MeSH)
¢s etil-merkaptan (EtSH) kiiszobértékei f6lé esik. A merkaptanok amugy is a “’bochser’-
keletkezés okozéasanak alapos gyanujaban dallnak. Nagyobb szagkiiszobértékilk van a
diszulfidoknak, a merkaptanok oxidacids termékeinek. A gyenge kénhidrogénes szag ezért
levegbztetéssel eltavolithatdo, mivel a merkaptanok diszulfidokkd oxidalodnak. Az erds

merkaptan okozta szag ilyen modon mar nem tavolithatd el, mivel a képzddott diszulfid-



koncentraciok mar a szagkiiszobérték folé esnek. Ez esetben az érzékszervi hatds csupan

megvaltozik, mivel a diszulfidok masként hatnak az aromara, mint a merkaptanok (lasd 1. sz.

tablazat).

1. tablazat Illékony kénvegyiiletek ¢érzékszervi hatdsa, szaglasi kiiszobértéke ¢€s
koncentracioja borokban (Rauhut et al., 1993)
S-vegyiiletek Erzékszervi benyomas Szagkiiszobértek ~ Koncentracio Borfajta
(ng/h) (ng/h)
Kénhidrogén (H,S) zaptojas 10-100 <1,5 normal bor
20-80 ujbor
Dimetil-szulfid (DMS) sparga 25-60 5-44 fehérbor
<910 ausztral vorosbor
Metil-merkaptan (MeSH) zaptojas vagy kaposzta 2-10 nyomokban-8 fehérbor
Etil-merkaptan (EtSH) gumi, hagyma 1,1 nyomokban-30 vordsbor
Dimetil-diszulfid (DMDS) fott kaposzta, hagymaszeri 29 - -
Dietil-szulfid (DEDS) égett gumi, fokhagyma 4,3 - -
Tioecetsav-S-metilészter (MeSAc) sajtszer(i (sorben) 300 2-16 fehér- és vorosbor
10-40
Tioecetsav-S-etilészter (EtSAc) kénes (sorben) 40 0-4 fehér- és vorosbor
10-30
3-(metiltio)-1-propanol (metionol) f6tt burgonya (sdrben) 200 145-520 fehér- és vorosbor
500-6300  fehér- és vorosbor
2-metiltetrahidro-tiofen-3-on 7-45 fehérbor
92-167 vordsbor
<60-1040  fehér- és vorosbor

A metil- és etil-merkaptanndl 1ényegesen nagyobb a szagkiiszobértéke a dimetil-szulfidnak

(DMS), a metionolnak (3-metiltio-propanol-1), a tioecetsav-S-metilészternek (MeSAc) és a

tioecetsav-S-etilészternek (EtSAc).

A metil-merkaptan (MeSH) nyomnyi mennyiség ¢és 8 pg/l kozott, az etil-merkaptan (EtSH)

nyomokban ¢és 30 pg/l kozott fordul elé a borokban. Mindkét merkaptant kiilonféle

aromahibakat okozva mutattak ki borokban (Rauhut és Kiirbel 1994b).

A MeSH kiilonféle szervetlen ¢és szerves eldvegyiiletekbdl is képzddhet az élesztd

metabolizmusa soran. A szintézis menete eziddig még nem teljesen ismert. Az EtSH hagyma-

vagy gumiszerli szagot okoz és fehérborban a szagkiiszobértéke 1,1 ng/l (Goniak és Noble
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1987). Rankine (1968) valdsziniisiti, hogy a H,S acataldehiddel vagy etanollal lejatszodo
reakciojaban keletkezik. Ezt Rauhut (1996) céafolja, kisérleti eredményei szerint ezekben a

reakciokban szén-diszulfid (CS,) és egyéb S-tartalmu aromak keletkeznek.

A dimetil-szulfid (DMS) aromaja a fott spargara, gabondra vagy melaszra emlékeztet.
Nagyobb koncentraciokban a DMS vélhetéleg az érett buké és a késéi borok aromajanak
kifejlddésében vesz részt (Simpson, 1979). A tarolasi iddvel és a tarolas hdmérsékletének
emelkedésével a DMS-koncentraciéo né (Marais, 1979). Fehér asztali borokban 0-474 pg/l
mennyiségben mutattak ki DMS-t (Loubser és Du Plessis, 1976), egyes ausztraliai Cabernet
Sauvignon borokban pedig rendkiviil nagy DMS-koncentraciot (910 pg/l-ig) mértek (De
Mora et al., 1987).

A tioecetsav-S-metilésztert 2-16 ug/l mennyiségben mutattak ki borokban (Leppénen et al.,
1980). Az etil-észter koncentracidja joval alacsonyabb ennél (nyomnyi mennyiségtol 4 ug/l-ig
terjed). A tioacetat feltehetéleg merkaptanok acetil-CoA-val valé enzimmel katalizalt
reakcidjaban keletkezik, amely folyamat analdg az ecetsav-észterek keletkezésével az éleszto-

anyagcsere soran (Thurston et al., 1982).

A metionolt az erjedés soran az Ehrlich-mechanizmus szerint az €leszté képezi metioninbdl.
A metionol aromdja koncentracigjatol fiiggden fott burgonyara (Baumes et al., 1986), édes
levesre vagy husra (Williams, 1982) emlékeztet. Vizsgalatok szerint a fehérborok 507-998
png/l, mig a vorosborok joval nagyobb mennyiségben, 1363-2314 pg/l koncentracioban
tartalmaznak metionolt. Mindazonaltal a metionol a bor egyik f6 aromakomponense. Ujabb
kutatasok 500-630 pg/l metionol-tartalomr6l szamolnak be. Rossznak mindsitett borok

kiilonféle aromajegyekkel nagyobb mennyiségli metionolt tartalmaznak (Baumes et al., 1986).

A 2-metil-tetrahidrotiofén-3-on-t 1040 pg/l koncentracidig mutattdk ki borokban. Ennek a
kéntartalmt Osszetevonek a keletkezése és érzékszervi jelentdsége a borban még nem

tisztazott.
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2.5.1. A kénhidrogén és egyéb karos kénvegyiiletek termelédése az erjedés soran

A kénhidrogén, az asszimildcios szulfat redukcid végterméke, az erjedés soran keletkezik,
szagkiiszobértéke a borban 10-100 pg/l tartomanyban mozog. Ujborban 20-30 pg/l
koncentracioban egy jellegzetes “erjedési bukét” okoz.

Az erjesztés soran termelddott mennyisége elsdsorban az €lesztotorzs genetikai adottsagaitol,

az ¢lesztd nitrogén ellatottsagatdl, a must dsszetételétdl és az erjesztés koriilményeitdl fiigg.

2.5.1.1. Az éleszt6 genetikai adottsaga a kén-hidrogén termelés szempontjabol

Az erjedés alatti H,S-képzddést erdsen befolydsolja a vizsgalt élesztétorzsek
kénanyagcseréjében szerepld gének szabalyozottsaga. Ezt bizonyitottdk Acree és mtsi (1972),
Eschenbruch (1974 és 1978), Eschenbruch és mtsi (1978), Vos és Gray (1979), valamint
Romano ¢és Suzzi (1992) kisérleti eredményei. A vadélesztok sokkal hajlamosabbak kén-
hidrogén és egyéb karos aromék képzésére, mint a borélesztd torzsek, de a kereskedelemben
kaphato fajélesztok is eltérd tulajdonsagokkal rendelkeznek e tekintetben. Romano és Suzzi
(1992) kimutattak, hogy a termelt H,S mennyisége jellemzo az adott élesztétorzsre. Biggy
agaron valo elszinezddés és a kén-dioxid termelési rata alapjan kiillonb6z6 H,S-fenotipusokat

allitottak fel.

2.5.1.2. Az éleszto nitrogén ellatottsaga és ennek befolyasa a kén-hidrogén termelére az

erjesztés soran

A megnovekedett H,S-képzddést befolydsold tovabbi tényezd a mustban az élesztd altal
asszimilalhatd nitrogén hidnya. A mustok dssznitrogén tartalma 60-2400 mg/l k6zott valtozik
(Henschke ¢és Jiranek, 1993), de a mustban taldlhato N-forrasok csupan egy része
asszimilalhatdo az ¢élesztd szamdara. Egy teljes erjedéshez 160-240 g/l cukortartalomhoz
minimum 140 mg/l szabad a-aminonitrogén sziikséges mustban (Bely et al., 1990).
Amennyiben a mustban az asszimildlhatd nitrogénkoncentracié 250 mg/1 alatt van, altalaban
mar eléjonnek az erjesztési és HpS-termelési problémak (Rauhut és Kiirbel, 1994a, b).

Régota kutatjak erjesztési problémak kikiiszobolésére ¢és a fokozott H,S-képzddés
elkeriilésére nitrogén adagoldsat, diammonium-hidrogén-foszfat (DAHP) vagy ammonium-
szulfat formdjaban (Vos 1981, Vos és Gray 1979). Az Europai Unidé borvidékein is

engedélyezik mustban a nitrogén-elégtelenség kiegyenlitésére "erjesztésok" adagolasat 0,3 g/l



32

koncentracioig (max. 0,3 g/l (NH4),HPO4 vagy (NH4),SO4). Féleg melegebb termdoteriileteken

alkamazzak, ahol gyakorta kevés az asszimilalhatd nitrogénforras a mustokban (Monk, 1986).

A H,S (illetve a szulfid) a kéntartalmi aminosavak bioszintézisének kiindulasi terméke,
ezaltal egyfajta “0sszekotOkapocs” az élesztd kén- és nitrogén-anyagceseréje kozott. Nem
véletlen tehat, hogy az élesztd altal termelt H,S mennyiségét mind a kén-, mind pedig a

nitrogén-anyagcsereut befolyésolja (Rauhut, 1996).

Az élesztd az aminosavak, peptidek, proteinek és nukleinsavak bioszintézisé¢hez elsdsorban
ammoniumot (NH;") hasznal, amit az NH, -tartalékbol (pool), vagy a glutamatbol nyer
transzamilalas soran. Mustok ammoénium tartalma 0-146 mg/l kozott valtozik, a glutamat
tartalom atlagosan kb. 151 mg/l (Henschke és Jiranek, 1993). Minden nitrogén-tartalmu
vegylilet, amelyet az ¢lesztd felhasznal, ammoéniumma vagy glutamatta alakulhat. Az élesztd
a mustban taldlhatd aminosavak kb. egy harmadat hasznalja fel a szaporoddsahoz. Nem
botritiszes sz6l6k mustjainak aminosavtartalma 3000 mg/l koriil van (Dittrich és Sponholz,
1975), de szarazabb években, melegebb termdteriileteken vagy botritiszes sz610k esetében az

aminosavtartalom sokkal alacsonyabb lehet.

Henschke ¢és Jiranek (1991) N-forrasként egyediil ammoéniumsokat tartalmazé modell-
oldatban erjesztési kisérletek soran kimutattdk, hogy a H,S-képzés az erjesztés minden
fazisdban az ammoniumtartalom fliggvényében valtozik. A nitrogén-¢éheztetés kdvetkeztében
megndvekvo H,S-képzést ammoniumon kiviil a cisztein, prolin, lizin és treonin kivételével
egyéb aminosavakkal vissza lehetett szoritani.

A H,S-termelést tekintve az erjesztés soran 2 fazis figyelhetd meg. Az elsd, intenzivebb fazis
az ¢lesztd szaporoddsa alatt ¢és utdn észlelhetd. Minimumat 30-40 g/l maradék
cukortartalomnal éri el. A masodik fazis kb. 15 g/l maradék cukortartalomnal 1ép fel. A N-
¢heztetés sordn az elsO fazisban adagolt ammonium a H,S-képzés csokkenését idézi eld, mig a
masodik fazisban adagolt ammoniumnak semmilyen hatdsa nincs a H,S-képzésre (Henschke
¢és Jiranek, 1991). Thomas és mtsi (1993a) kisérleti erjesztések soran szintén tobbnmyire két
fazisban figyelték meg a H,S-termelést, ami az elsd fazisban mindig intenzivebb volt, mint a
masodikban. Az els6 fazisban torténd H,S-termelés az élesztotorzstdl fliggott, ezzel szemben
a masodik fazisban termel6dd H,S mennyiségére a must tdpanyag Osszetétele volt jelentds

hatassal (Henschke és Jiranek, 1991).



33

Az asszimilalhato nitrogén hidnya a nitrogén-vegyiiletek csokkent mértékii szintézisét okozza,
egyben a kéntartalmiit aminosavak eldvegyiileteinek, az O-acetilszerinnek ¢és az
O-acetilhomoszerinnek a hidnyat. Ha kevés az O-acetilszerin és az O-acetilhomoszerin,
csokken a metionin képzés, illetve annak kdvetkezményeként a metabolitjai, a SAM ¢és a
metionil-tRNS képzés is (5. abra). Ezen metabolitok csokkend mennyiségének reguldlo hatasa
altal els6sorban a szulfit-reduktdz derepresszidja valtédik ki, hogy a metionin termelés
er6sodjon. Ez vezet a H,S tultermeléshez. Ammoniumionok hozzaadasa egy gyors de novo
O-acetilszerin és O-acetilhomoszerin szintézist tesz lehetévé. A felesleges szulfid kén-
tartalmi aminosavak képzésére hasznalodik fel. A metionin €s annak metabolitjai (SAM ¢és
metionil-tRNS) felhalmozodasaval az asszimilacios szulfat-redukcid enzimjei és a kapcsolodod
anyagcsereutak represszalodnak és ezaltal az erds H,S-termelés leall (Henschke és Jiranek,

1991).

2.5.1.3. Elemi kén illetve egyéb kéntartalmu szermaradvanyok a mustban

A kén-hidrogén ¢és az abbol keletkezd kénvegyiiletek képzddését nagy mértékben befolyasolja
az elemi kén mennyisége a mustban, illetve tovabbi szerves és szervetlen kéntartalmu
peszticidek szarmazékai €s bomlastermékei.

Elemi ként a valddi lisztharmat lekiizdésére mar a mult szazad kézepe ota hasznéalnak a
novényvédelemben. Mivel a kén az emberre és az allatokra gyakorlatilag artalmatlan még ma
is hasznalatos az 6kologiai sz6ldtermesztésben is (Hoffmann et al., 1995). Mar régdta ismert,
hogy a kén-maradékokbol az éleszté anyagceseréje altal H,S képzddhet. Elemi kénbdl a H,S-
tipusu borhiba kialakulasat Wenzel és mtsi (1980), Wenzel ¢és Dittrich (1978), valamint
Schiitz és Kunkee (1977) behatoan vizsgaltak.

Tobb mint 30 éve gyanitjak, hogy a kéntartalmu szerves fungicidek is okozhatnak bakszag”-
képzodést. Bar atfogd vizsgalatokat folytattak, csak egyes esetekben tudtak Osszefiiggést
megallapitani bizonyos novényvéddszerek alkalmazasa és a kén-hidrogénes szag fellépése
kozott. Schmitt és mtsi (1986) bevezetdjiikben egy értékes attekintést adnak errdl a
problémarol.

A peszticidek er6s szagu kéntartalmt anyagokka torténd lebomlasa végbemehet enzimes vagy
nem enzimes uton. Egy jellegzetes és fokozott aromahibat okozott példaul a 70-es évek
végétdl a 80-as évek kozepéig az eurdpai borvidékeken az Orthen kereskedelmi nevil
inszekticid (rovar6ld) alkalmazasa, amelynél a hibat az inszekticid tisztdn kémiai lebomlasa
okozta. A rovarold szerben 1€vo acephat nevii hatéanyag igen lassan hidrolizalt a bor tarolasa

soran metil-merkaptan  felszabadulasaval. Ez a merkaptdn rendkiviil alacsony
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szagkiiszobértéke kovetkeztében (0,02-2 pg/l vizben és 10-15 pg/l borban), a bor poshadt ¢s
sajtszerll szagat okozza. A hibas szag kivaltasdhoz elegendd acephat koncentracié joval alatta
van a sz016 védelméhez megengedett legnagyobb értéknek. Az Orthen szakszer(i alkalmazasa

ellenére nagy gazdasagi karokat okozott az altala kialakitott kellemetlen aroma miatt, ezért

hasznalatat a szél6termesztésben be is tiltottak (Rauhut et al., 1995).

S04
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szerin HSO3
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l AROMA-HIBAK

diszulfidok

5. abra Illékony kéntartalmu vegyiiletek képzodésének sematikus abraja
(Lambrechts és Pretorius, 2000)
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2.5.1.4. A kénhidrogénes aromahiba eltavolitasa borbol

Wiirdig szerint (1989) a “bochser” elhataroldsa egyéb borhibdktdl azaltal lehetséges, hogy
minden ebbe tartozé aromahiba koriilbeliil 10 mg/l CuSO4 hozzaadasaval tobbnyire igen rovid
1d6 alatt eltiinik oly mddon, hogy a bor eredeti karaktere ujra egyértelmiien érvényesiil. A réz-
szultdt hozzdadisa egy boraszati kezelési eljards, amelynek Iényege a rézionok
kénhidrogénnel ¢s merkaptanokkal valo reakcidja réz-sokka, amelyek azutan levalaszthatok.

Egy kovetkez6 kezelési 1épésben azutan a folosleges rezet ujra eltavolitjak.

Bebizonyosodott azonban, hogy nem mindenfajta "bdchser” szlintetheté meg eredményesen a
réz-szulfatos kezeléssel. Valdszinisitik, hogy a réz-szulfatos kezeléssel nem eltlintethetd
szulfidos-merkaptanos aromahiba a H,S vagy a merkaptanok mar bekdvetkezett reakcidjara
vezethetd vissza, amelyekben tovabbi kéntartalmu illékony vegyiiletek keletkeztek, amelyek
kémiai szerkezetiik miatt mar nem képesek a réz-szulfattal reakcioba Iépni. Erdsen
kénhidrogénes hibas borokban igen magas tioecetsav-észter koncentraciot mutattak ki, tobb
mint tizszeresét annak a koncentracidonak, amit a borokban az erjedés sordn normalis H,S-
termelés esetén észleltek. A vizsgdlat szerint a tioecetsav-S-etilészter képzddés
visszavezethetd a megnovekedett H,S-képzésre, kiilondsen az erjedés végén. Mivel a bor réz-
szultatos kezelésével csak a H,S-t és a merkaptanokat lehet eltdvolitani, azonban a tioecetsav-
észterek koncentracidja nem valtozik, a borok taroldsa soran keletkezd kénhidrogénes
(szulfidos-merkaptanos) borhiba oka a tioecetsav-észterek lasst hidrolizise lehet, ami ujra a
nagyon intenziv szagi merkaptanok felszabaduldsaval jar, melyeknek mar nyomnyi
mennyisége is elegendd a hibds aroma ujboli megjelenéséhez (5. abra). Modellkisérletekkel
kimutattdk, hogy a tioecetsav-S-metilészter €s a tioecetsav-S-etilészter lassi hidrolizisével
valoban metil- ill. etil-merkaptan keletkezik (Rauhut és Kiirbel, 1994a). Esetlegesen szamolni
lehet azzal is, hogy a kénhidrogénes hibas aroma kialakitasdban tovabbi, eddig még nem

kimutatott kénvegyiiletek is részt vehetnek.
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Végiil fontos leszogezni, hogy a H,S és illékony kéntartalmu szarmazékainak képzodését
elsdsorban az erjesztésnél hasznalt éleszté-szintenyészet, illetve a spontan mikrofloraban
uralkodo élesztdk befolyasoljak. Miutan lathato, hogy a hibas aroma nem tlintethetd el teljes
mértékben és hosszu idore megbizhatéan az erjesztést kovetd réz-szulfatos kezeléssel, ezért
igen fontos, hogy megfeleld starter torzseket hasznaljunk a borkészités folyamata soran,

amelyek kén-anyagcseréjiik altal kevésbé hajlamosak kénhidrogén termelésére.

A boraszatban a malo-etanolos fermentacid bevezetése esetén szamolnunk kell a mar a
bevezetésben is targyalt nehézséggel, hogy a Schizosaccharomyces pombe torzsek karos
mennyiségben termelnek kén-hidrogént. Mivel latjuk, hogy az aromahiba eltlintetése nem
lehetséges a fermentaciot kdvetd boraszati kezelési eljarassal, elsdsorban olyan torzsek
fejlesztésével érdemes foglalkozni, amelyek genetikai tulajdonsagaik révén csokkent mértékii
kénhidrogén termelésre képesek.

A Schizosaccharomyces pombe kénanyagcseréjével kapcsolatban kevés a publikalt kutatasi
erdemény. Célom az volt, hogy doktori munkdm soran kutatdsi eredményeim kozelebb
vigyenek a Schizosaccharomyces pombe kénanyagcseréjének megértéséhez és olyan torzs
fejlesztését céloztuk meg, amelynek kén-hidrogén termelése gatolt (csokkent mértékii),

ugyanakkor j6 almasavbonto aktivitassal rendelkezik.
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3. Célkituzések

(1) Kutatocsoportunk korabbi eredményeibdl kiindulva rendelkezésemre allt szamos Schiz.
pombe és Schiz. octosporus torzs szlirési vizsgalataval kapott, boraszati szempontbol
fontos ¢lettani jellemzdje (szaporodési rata, almasav-bontés, etanol-tolerancia, H,S-
termelés). Els6é 1épésben ezeknek a torzseknek a RAPD-PCR analizisét, majd pedig a
Schiz. japonicus torzsek bevonasaval a teljes Schizosaccharomyces nemzetség rDNS
analizisén alapul6é molekularis jellemzését tiiztiik ki célul. Arra kerestiink valaszt, hogy
e cgyrészt a vizsgalatba vont Schiz. pombe és Schiz. octosporus torzsek kozott, valamint
fajon beliil milyen hasonl6sagi csoportok kiilonithetok el molekularis tipizalassal,

= a nemzetségen beliili vizsgalataink megerdsitik-e az eddigi alfajok elkiilonitésének
jogossagat,

= a torzsek élettani jellemz0i (szaporodasi rata, almasav-bontas, etanol-tolerancia, H,S-

termelés) mennyiben korreldlnak a molekularis tipizalas eredményeivel.

(2) A kisérletes munka kovetkezd fazisdban csokkent kén-hidrogén termeld torzsek

eldallitasat céloztuk meg random mutagenezissel. Az alabb felsorolt célokat tliztiik ki:

e szulfat-asszimilacioban sériilt szelenat-rezisztens Schiz. pombe mutansok indukalasa
¢s izolalasa

= aszelenat rezisztens mutansok analizise: a mutacid stabilitasanak vizsgélata, szelenat-
tolerancia ¢és szelén akkumulacio vizsgélata, komplementacios analizis

e a vad tipusi ¢és mutdns torzsek kiilonb6z6 kénforrds hasznositasi képességének
meghatarozasa

= a mutansok szulfat felvételének vizsgalata radioaktivan jeldlt (°S) szulfattal, amellyel
arra kerestiink valaszt, hogy a szulfat transzport, vagy pedig a szulfat redukcios 1t

génjeit érintette-e a mutacio.

(3) Célul tiiztiik ki a tovabbiakban a kén-anyagcserében sériilt mutansok vizsgalatat abbol a
szempontbo6l, hogy alkalmasak lehetnek-e a boraszatban biologiai almasavbontasra. Itt a
kovetkezd kérdésekre kerestlink valaszt:

= csokkent-e a mutansok kén-hidrogén termelése a vad tipusu torzsekhez képest,
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= avad torzsek eredetileg j6 almasavbonto aktivitasat befolyasolta-e a mutacio,
= az erjedési aromaspektrumokban taldlunk-e eltérést a vad és mutans torzsek kozott,

= ¢rzékszervi tulajdonsagaikban eltérnek-e a mutans torzsekkel erjesztett borok.



4.1. Torzsek
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4. Anyagok és modszerek

Faj / Torzs Jelolés Genotipus ~ Szdrmazas

Schizosaccharomyces pombe L. 975 h' CBS 7265 (Leupold torzs)

Schizosaccharomyces pombe leul h" leul GDU, a CBS 7265 torzs auxotrof
muténsa

Schizosaccharomyces pombe lysl h" Iys1 GDU, a CBS 7265 torzs auxotrof
muténsa

Schizosaccharomyces pombe leul lysl h"leul Iys] GDU, a CBS 7265 térzs auxotrof
muténsa

Schizosaccharomyces pombe NCYC 1945 h'™met3-1 ~ NCYC, a CBS 7265 térzs auxotr6f
muténsa

Schizosaccharomyces pombe L. 972 h CBS 7264 (Leupold torzs)

Schizosaccharomyces pombe 0-82 h ade5 GDU, a CBS 7264 torzs auxotrof
muténsa

Schizosaccharomyces pombe 0-44 h arg4 GDU, a CBS 7264 torzs auxotrof
muténsa

Schizosaccharomyces pombe 0-172 h™ leu3 GDU, a CBS 7264 torzs auxotrof
muténsa

Schizosaccharomyces pombe 0-121 h™argl tyrl GDU, a CBS 7264 torzs auxotrof
muténsa

Schizosaccharomyces pombe LBG 1145 CBS

(korabban: var. pombe)

Schizosaccharomyces pombe RIVE 4-1-1 RIVE

(korabban: var. acidevoratus)

Schizosaccharomyces pombe RIVE 4-2-1 RIVE

(korabban: var. mosquensis)

Schizosaccharomyces pombe RIVE 4-4-2 RIVE

(korabban: var. pombe)

Schizosaccharomyces pombe RIVE 4-4-3 RIVE

(korabban: var. pombe)

Schizosaccharomyces pombe RIVE 4-5-1 RIVE

(korabban: Schiz. mellacei)

Schizosaccharomyces pombe RIVE 4-6-1 RIVE

(korabban: var. malidevorans)

Schizosaccharomyces pombe S 142 SZMC

(korabban: var. pombe)
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Faj / Torzs Jelolés Genotipus  Szdrmazas
Schizosaccharomyces pombe C 4411 prototrof CCY
(korabban: var. pombe)
Schizosaccharomyces pombe C 4413 prototrof CCY
(korabban: var. pombe)
Schizosaccharomyces pombe C 4461 prototrof CCY
(korabban: var. malidevorans)
Schizosaccharomyces pombe N 132 NCYC
(korabban: var. pombe)
Schizosaccharomyces pombe NY 315 MIMNGY
(korabban: var. pombe)
Schizosaccharomyces pombe B 573 prototrof BT, mustbél izolalva
Schizosaccharomyces pombe B 578 prototrof BT, mustbél izolalva
Schizosaccharomyces pombe B 579 prototrof BT, mustbél izolalva
Schizosaccharomyces pombe S 413 SZMC
Schizosaccharomyces S 702 SZMC
octosporus
Schizosaccharomyces S 703 SZMC
octosporus
Schizosaccharomyces NY 976 MIMNGY
Japonicus
Schizosaccharomyces SCHIJ1 MBT
Jjaponicus
Schizosaccharomyces C 4451 GDU, CCY, CBS 354
Japonicus _var. japonicus
Schizosaccharomyces C 4431 GDU, CCY, ATCC 9987
Jjaponicus var. versatilis
Schizosaccharomyces pombe RIVE 4-2-1  arg/6-2 RIVE

arg /6-2
Schizosaccharomyces pombe A/K 6/5 ade6 arg  MBT

(Geleta, 1996)

Saccharomyces cerevisiae S 288c MBT
Saccharomyces cerevisiae oenoferm MBT

Torzsgylijtemények roviditései:
CBS:
CCY:
BT:

GDU:
MBT:

Centralbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia
Collection of Yeasts, Bratislava, Szlovakia
Boraszati Tanszék, BKE-EK, Budapest

Genetika Tanszék, Debreceni Egyetem, Debrecen
Mikrobioldgia és Biotechnologia Tanszék, BKE-EK, Budapest

MIMNGY: Mez6gazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gy(jteménye, Budapest

NCYC:
RIVE:
SZMC:

National Collection of Yeast Cultures, Norwich, UK
Research Institut for Viticulture and Enology, Bratislava, Szlovéakia
Szeged Microbiological Collection, Mikrobioldgia Tanszék, SZTE
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4.2. Taptalajok, oldatok

Komplett taptalaj (YEPD)
0,5 % ¢élesztékivonat (Oxoid)
0,5 % pepton (Oxoid)
1% gliikéz
2% agarral egészitjiik ki szilard taptalaj esetén

Minimal taptalaj (MM)
0,5%  (NH4)2S04
0,1 % KH;PO4
0,05 % MgSO47H,0
1 % gliikkéz
I ml/l  vitaminkeverék (Wickerham féle)
2% agarral egészitjiik ki szilard taptalaj esetén

Ozmotikusan stabilizalt minimal taptalaj (OMM)
MM taptalaj
0,6 M KClI

Minimal téptalaj kénforras nélkiil (MM-S")
0,5% NH4CI
0,1 % KH,PO4
0,05 % MgCl, 1H,O
1 % gliikéz
I ml/l  vitaminkeverék (Wickerham féle)
2% agarral egészitjiik ki szilard taptalaj esetén

Eheztetd taptalaj (YED)
1 % gliikk6z
0,5 % élesztdkivonat (Oxoid)
2% agar

Sporaztaté taptalaj (SPA)
0,1 % KH,PO4
1 % gliikoz
I ml/l vitaminkeverék (Wickerham féle)
2% agar

Wickerham féle vitaminkeverék
0,2 mg folsav
0,2 mg biotin
40,0 mg Ca-pantotenat
200,0 mg inozitol
40,0 mg nikotinsav
20,0 mg p-aminobenzoesav
40,0 mg piridoxin.HCI
40,0 mg tiamin.HCI
20,0 mg riboflavin
100 ml desztillalt vizben oldva
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EMS-oldat
3 % EMS (etil-metan-szulfonat) oldat készitése foszfat-pufferral (pH=7,1)

MNNG-oldat
10 mg/ml acetonos MNNG (N-metil-N -nitro-N-nitrozoguanidin) térzsoldatbol foszfat
pufferral (pH=7,1) 25 ng/ml koncentraciojo MNNG-oldatot készitiink.

Protoplasztdlo enzimoldat
2 mg/ml Trichoderma enzim preparatum 0,9 M szorbitolban oldva (Lysing enzyme —
Sigma)

PEG-Ca”" oldat
25 % polietilénglikol 4000 (Serva)
0,1 M CacCl,

”Breaking” puffer
2% v/v TritonX-100,
1% w/v SDS,
100 mM Nac(l,
10 mM Tris-HCI,
ImM EDTA
[pH=8]

PCIA-keverék
pufferolt fenol, kloroform, izoamilalkohol 25 : 24 : 1 aranyt keveréke

TE-puffer
10 mM TrisHCI1

I mM EDTA

10x PRC-puffer
500 mM KClI
100 mM TrisHCI (pH=9,0 25°C-on)
1 % Triton X-100

Szcintillaciés koktél
Ultima Gold LSC cocktail (Packard Canberra Co., USA)

H,S mérések oldatai
H,S csapda: kadmium-hidroxid oldat, melyet a kdvetkezdképpen készitettiink:
4,3 g/ 3CdSO4.8H,0 + 0,6 g/l NaOH  (desztillalt vizben)
Amin reagens:
torzsoldat: 0,75 mol/l N,N-dietil-p-feniléndiamin-szulfat (Sigma)
11,3 [M] H,SO4-ban oldva
szinreagens: a torzsoldat 20-szoros higitasa 9 [M] H,SOs-ban,
majd 1:12 ardnyban 60 w/w % FeCls oldat hozzdadéasa

Molekulatdmeg marker (elektroforézishez)
Boehringer Mannheim DNA Molecular Weight Marker VI.




43

4.3. Modszerek

4.3.1. Genomialis DNS izolalas (Hoffmann ¢és Winston, 1987, modszere alapjan

valtoztatasokkal)

Egy ¢éjszakas tenyészetbdl centrifugalassal (4.000 g, 10 perc) kiiilepitjiik a sejteket, majd
steril ionmentes vizzel mossuk. Kb. 100 mg sejttomeget Eppendorf csébe helyeziink és
200 pl breaking”-pufferben szuszpendaljuk. Hozzaadunk 200 ul PCIA-keveréket és 0.3 g
iveggyongyot (atmérd: 0.45-0.50 mm), végiil 3 percig vortexeljiik az Eppendorf csoveket.
Kovetkezd 1épésben 200 ul TE-puffert adunk hozzd és ujra vortexeljiik, majd 5 percig
12.000 g-vel centrifugaljuk.

A feliils6 vizes fazist, ami a nukleinsavakat tartalmazza, egy 1j Eppendorf cs6be pipettazzuk,
és 1 ml 96%-os etanollal a nukleinsavakat precipitaljuk. Ovatosan sszerazzuk kézzel, majd
mélyhtitdbe helyezziik 20 percre. A mélyhiitébdl kivéve 3 percig 12.000 g-vel centrifugaljuk,
majd az etanolt eltdvoltjuk, a DNS pelletet vakuumszaritoban megszaritjuk és visszaoldjuk
50 pl 200 pg/ul RN-4azt (Sigma R-5503) tartalmazé TE-pufferben.

37°C-on torténd 60 perces inkubacid utan a DNS-t kicsapatjuk 100 ul 96%-os etanollal,
centrifugéljuk, széritjuk és 50 pl TE-pufferben feloldjuk.

4.3.2. RAPD-PCR analizis

A kisérleteimben hasznalt 10 nukleotidbol all6 random primerek felsorolasa a 2. tablazatban

talalhatok. (Az OPE-02 primer szarmazasa: Operon Technologies Inc., USA.)

2. tablazat A RAPD analizis soran alkalmazott oligonukleotid primerek tulajdonsagai
(szekvencia, G+C % ¢és a DNS-szalhoz valo bekotddésiik optimalis hdmérséklete)

Primer jelolése Nukleotid szekvencia (5°-3”) G+C % topt

[°C]
P1 5> GCAAGTAGCT 3 50 36
P2 5> AGC GGG CGTA 3’ 70 38
P3 5>CGCGTGCCCA ¥» 80 42

OPE-02 5’ GGT GCG GGA A 3’ 70 37
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A PCR reakciot 30 pl végtérfogatban kiviteleztiik, egy "QUATTRO TC 40" PCR késziilék
hasznalataval. A PCR-mix 0sszetétele a kovetkez6 volt:

50 mM KCI, 10 mM TrisHCI (pH=9.0), 0,1% Triton X-100, 2,5 mM MgCl,,
250 uM dNTP-mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,4 uM primer,
2,5 pl genomidlis DNS-oldat (kb. 1 ng DNS), 1,5 U Tag-polimeraz

A PCR reakci6é homérsékleti paraméterei:

5 percen keresztiil 94°C-os denaturalassal kezd6dott, majd
35 cikluson keresztiil DNS denaturalas: 94°C-on 30 masodperc,
primer kotés (annealing): a 2. tablazat szerinti t,,-on 45 mésodperec,
polimerizacio (extension): 72°C-on 45 masodperc.
A végsd lanchosszabbitas: 72°C-on 7 percig tartott.
Az amplifikalt DNS fragmentumok elektroforézises szeparaldsa: 2%-os agaroz gélen,120 V

fesziiltséggel. A fragmentumok festése etidium-bromiddal tortént.

4.3.3. Ribotipizalas

Vizsgalatom soran az NS1 — ITS4 primerparral hatarolt rDNS szekvenciat amplifikaltam és
vetettem restrikcios emésztés ala. Az amplifikalas eredményeként felerdsitjiik a nuklearis kis
rDNS-t, az ezt kovetd ITS szekvenciat, az 5,8 S rDNS-t, a kovetkezd ITS-szekvenciat, majd a
nagy nukledris tDNS egy rovid szakaszat. Az enzimes hasitast a 3. sz. tablazat szerint négy

kiilonboz6 restrikeids endonukledzzal végeztem.

A PCR reakcioban alkalmazott primerek szekvenciai:
NS1: 5> GTAGTCATATGCTTGTCTC 3’
ITS4: 5> TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’

Az amplifikalt rDNS szakasz sematikus rajza:

NS1
nuklearis kis rDNS (ns rDNA) ITS 5.8 S rDNS ITS nuklearis nagy rDNS (nl rDNA)
4_
1TS4

A PCR reakciot 30 pl végtérfogatban kiviteleztiik, amely dsszetétele a kdvetkezé volt:

50 mM KCI, 10 mM TrisHCI (pH=9.0), 0,1% Triton X-100, 2,5 mM MgCl,,
100 uM dNTP-mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),

0,2 uM NS3 primer, 0,2 uM ITS4 primer,

2,5 ul genomialis DNS-oldat (kb. 1 ng DNS), 1,8 U Tag-polimeraz
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A PCR reakci6é homérsékleti paraméterei:

5 percen keresztiil 95°C, majd
35 cikluson keresztiil 95°C-on 30 mésodperc, 61,5°C-on 30 masodperc, 72°C-on 3 perc.
Végs6 lanchosszabbités: 72°C-on 7 perc.

A restrikcios emésztés a 3. tablazatban felsorolt enzimekkel 37°C-on egy ¢jszakéan at 10 pl
végtérfogatban tortént: 3 ul PCR termék, 1 ul 10x puffer, 0,2 pl (2 U) restrikcios enzim, (0,1
ul BSA) és 6 pl bidesztillalt viz.

A fragmentumok elvélasztasa és vizualizaldsa: 1,5%-os etidium-bromidos gélen.

3. tablazat A ribotipizalasnal hasznalt restrikcios endonukledzok

Restrikcios Felismerd hely Puffer Optimalis emésztési

endonukledz hémérséklet

ScrFl 5°...CC¥NGG...3> NE 37°C
3’...GGNACC... 5’

Mspl 5..CY¥CGG..3° B (BSA jelenléte ajanlott)  37°C
3’...GGCAC...5

Haelll 5...GGVCC...3 C (BSA jelenléte ajanlott)  37°C
3’...CCAGG...5

Sau3A 5...YGATC...3 A 37°C

4.3.4. A RAPD-PCR analizis és ribotipizalas adatainak feldolgozasa és kiértékelése

Dendogrammok készitése és az eredmények kiértékelése a “Molecular Analyst Fingerprint
2.0“ software (Biorad, Applied Math®) segitségével tortént. Molekulaméret markerek
hasznalataval a digitalizalt képeket normalizéltuk, a gélképeket dsszehasonlitottuk és klaszter
analizist végeztiink. Dendogramok készitéséhez a szamitogépes programban az UPMGA

analizis (unweighted pair-group arithmetic average) modszerét hasznaltuk.

4.3.5. Szelenat minimalis gatlo koncentraciojanak meghatarozasa

0,8 mM; 0,4 mM; 0,2 mM; 0,1 mM; 0,05 mM; 0,025 mM; 0,0125 mM; és 0,006 mM
koncentraciokban Na,SeOs-ot tartalmazd6 YEPD téptalajokon vizsgaltuk a torzsek
novekedését sejtszuszpenziobol csikban leoltva a taptalaj feliiletére, majd 30 °C-on
inkubaltuk. Azt a legkisebb koncentraciét kerestik (M.I.C. = Minimal Inhibitory

Concentration), aminél a ndvekedést mar gatolta az adott szelenat-koncentracio.
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s rer

2x10% M; 107 M; 5x10° M; 2,5x10° M; 1,25x10° M; 6x10* M; 3x10* M;
1,5)(10'4 M; 7x10° M koncentraciokban K,CrOg-ot tartalmazé YEPD taptalajon néztik a
torzsek novekedését szintén szuszpenzidobdl csikban leoltva a taptalaj feliiletére. 30 °C-on

inkubaltuk. Kerestik a M.I.C. értéket.

4.3.7. Mutagénkezelés UV-besugarzassal, talélési gorbe felvétele, mutansok izolalasahoz

megfelelo mutagén dozis meghatarozasa

crer

10 ml-jét 2-2 ml-enként szétosztottuk Petri-csészékbe, és szétteritettiik a csészék aljan, majd
besugaroztuk. Besugarzas el6tt az UV lampat el0melegitettiik, a szuszpenziokat pedig a
lampatol 40 cm tavolsagra elhelyezve, kiilonbozo ideig sugaroztuk be: 30, 60, 75, 90, 105
masodpercig. Kontroll minta parhuzamosan késziilt, de nem kapott besugarzast.

A kontrollbol és besugarzott szuszpenziokbol 6ttagh higitasi sort készitettiink, majd a higitasi
sor megfeleld tagjaibol, (ahol koriilbeliil szdmolhaté telepszamot vartunk), 0,1 ml-t
szélesztettiink YEPD téptalaj feliiletén. Minden besugarzasnal 3 higitasbol szélesztettiink 2
parhuzamost (6. tablazat).

Ertékelés: a telepek megjelenése szerint kb. az 5. napon. A tulélési aranyokat szamoljuk a
kontroll alapjan, amelyeknek telepszdma a 100%. Mutagén dozis meghatarozasa: tulélési
gorbét szerkesztiink és a mutansok izolaldsahoz azt a besugarzasi id6t valasztjuk, ahol a

talélés ~5-10%-os.

4.3.8. Szelenat-rezisztens mutansok eldéallitasa UV-besugarzassal

A mutagén doézis meghatirozdsdhoz az UV-besugdrzassal felvett talélési gorbe alapjan az
5-10%-os tiléléshez tartozod besugarzasi idot valasztottuk: ez 105 masodperc volt.

sugaroztuk be. Az UV lampa teljesitménye és a szuszpenzidk lampatdl mért tavolsaga
ugyanaz, mint a 4.3.7. szerinti vizsgdlatban. A besugarzast kdvetden centrifugazassal
iilepitettiik a sejteket, a feliiluszot eltavolitottuk, és kiszélesztettiik az Osszes kezelt sejtet
0,4 mM Na,SeOs-tartalmit YEPD-taptalajon. 30 °C-on inkubaltuk. A szelenat tartalmu

taptalajon megjelend telepeket izolaljuk.
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4.3.9. Mutagén-kezelés kémiai mutagénekkel, tulélés meghatarozasa

A hasznalt mutagének: - EMS (etil-metan-szulfonat) (3 %-os oldat)
- MNNG (N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidin) (25 pg/ml

crer

crer

A kezelends torzsekbSl 107  sejt/ml  koncentracioji szuszpenziot  készitettiink.
Lecentrifugaztunk a szuszpenziokbol 2-2 ml-t, a feliiluszot ledntottiik, és ramértiink 1-1 ml-
nyi mutagén oldatot. A mutagénkezelést 10, 20, 30, 40, 50, 60 percig végeztiikk, majd
leallitottuk 10%-0s Na,S,;0s-tal a kezelt sejtszuszpenzid €s a tioszulfat oldat 1:1 aranyu
Osszekeverésével.

Vizsgaltuk a %-os talélés ardnyat a kiilonbozd erdsségli kezeléseknél YEPD taptalajon.

4.3.10. Szelenat-rezisztens mutansok genetikai stabilitasanak vizsgalata

A szelenat rezisztens torzsekbSl 107 sejt/ml-es szuszpenziot készitettem. Ebbél kaccsal
csikokat huzva szélesztettem YEPD feliiletén tigy, hogy kiilonallé telepeket kapjunk 30 °C-os
2 napos inkubaciot kovetden. A kinétt telepeket (4 petri csészén Osszesen kb. 500 telep)
ezutan 0,4 mM Na,SeO, tartalmi YEPD tépagarra replikaztam és vizsgéltam, hogy a telepek
hany szazaléka nd ki a gatlé anyagot tartalmazo taplemezen 30 °C-os inkubéciot kdvetden.

Két szelenat rezisztens torzs esetében (B 579 Se®-2 és 0-82 Se®-2), melyeket a késobbi
kisérletek folytatisahoz szelektaltunk, nagyobb sejtszammal, 5 x 10 sejttel back mutacids
vizsgalatot végeztem. Itt megfeleld sejtszuszpenziobdl 5 x 10* sejt szélesztését és a kiilonalld,
szamolhat6 telepek novekedésének tesztelését végeztem 0,4 mM Na-szelenat tartalmu

taplemez feliiletén.

4.3.11. Szelenat-rezisztens mutansok szulfat hasznositasanak vizsgalata

Az Osszes szelendt rezisztens mutdns torzs szaporoddsat vizsgaltuk kénforrasként egyediil
0,5% (NH4),SOs-ot tartalmazo szilard MM téptalajon, hogy teszteljiik a szulfat hasznositasi
képességiiket. Pozitiv kontrollként 0,01% ciszteint tartalmazd tapagaron vizsgaltuk a
szaporodast. Negativ kontrollként kénforrast egyatalan nem tartalmazé taptalajra is kioltottuk
a torzseket. A szaporodashoz optimalis 30 °C-os inkubalast 8 napon keresztiil végeztem.

(Egyes torzsek szaporodasat folyadék tenyészetben is figyelemmel kisértem, lasd 4.3.15.)
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4.3.12. Kromat-rezisztencia vizsgalata

crer

crer

agar feliiletén (30 °C-on inkbalva).

4.3.13. Ivaros hibridizacio

A torzseket 3 napig 30 °C-on YED taptalajon ndvesztettiik, majd siirli sejtszuszpenzidkat
készitve (kb. 10 sejt/ml) SPA taptalajon paronként kereszteztiik az ellentétes mating tipusii és
egymast komplementalé auxotrofia mutdcidkat hordozo torzseket. Paronként 15-15 pl
szuszpenziot kevertiink dssze kaccsal az SPA taptalaj feliiletén kb. 1 cm 4tmérdjii foltban és
30 °C-on 3 napig inkubaltuk. Ezutan az SPA-n keresztezett torzseket replikaztuk kiilonb6zo
minimal taptalajokra és néztilk a keresztezésbdl szarmazod utodsejtek novekedését. A
keresztezésre felhasznalt szelenat-rezisztens sziildi torzseket kiilon-kiilon is kivittiikk az SPA
feliiletére, majd at is replikaztuk a minimal taptalajokra kontrollként.

A Se®-mutansok keresztezésekor a kovetkezé minimal taptalajokat hasznaltam replikazashoz:
(1) Kénforrasként ciszteint is tartalmazé6 MM téaptalaj annak tesztelésére, hogy az auxotrofia
mutaciok komplementacidja alapjan a konjugacio egyatalan lejatszodott-e. (Kontroll 1.)
(2)Kénforrasként csak szulfatot tartalmaz MM taptalaj, amelyen vizsgaljuk, hogy a szulfat

hasznositas szempontjabdl is komplementalodtak-e, esetleg kiilonb6zé komplementacios
csoportokba oszthatok-e az Se®-mutansok.
(3) Az auxotrof mutdnsoknak megfelel6 aminosavkiegészitéssel ellatott MM taptalaj. Ez
kontrollként szolgal az auxotrof sziilok back-mutaciojanak (szelenat-rezisztencia

szempontjabol) ellendrzésére.
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4.3.14. Protoplaszt fuzio és random sporaanalizis

Protoplaszt fuzio
A sejtek eldtenyésztését YEPD taplevesben végeztiik, kb. 5x10° sejt/ml koncentracidban
leoltova. A sejtszuszpenziot egy éjszakan keresztiil 30°C-on 180 rmp-mel razattuk, hogy a
késoi exponencialis novekedési fazist elérjiik.
Protoplaszt képzéshez a sejtszuszpenzidbdl centrifugalassal (2500 g, 10 perc) kitilepitettiink
kb. 5x10° sejtet. A sejteket elészor steril desztillalt vizzel, majd 0,9 M szorbitollal mostuk.
enzyme) adtunk és 37 °C-on lassan razattuk (80 rpm). Az enzimes kezelést kdzel 100%-o0s
protoplaszt képzddésig folytattuk. A protoplasztokat centrifugaldssal iilepitettiik (1500 g,
10 perc), majd 0,9 M szorbitollal mostuk.
A protoplasztfuziohoz a sziiléi torzsek protoplasztjait 1:1 ardnyban Osszekevertiik
(6ssztérfogat kb. 4 ml), majd lecentrifugaltuk (1500 g, 5 perc). A fuziét 0,6 ml PEG-Ca*"
oldattal indukaltuk. 30 perc mulva az eredeti és a tizszeresre higitott protoplaszt szuszpenziot
ozmotikusan stabilizalt feddagarba (OMM) kevertiik, majd OMM taptalajra rétegeztiik. A
sziil61 torzsek protoplasztjait is megfeleld6 mértékben higitottuk és az el6z6 modszerrel
kiegészitett OMM taptalajra vittiik ki, hogy megallapitsuk a protoplasztok regeneracios
képességét. A back mutacié meghatarozasa céljabdl a sziildi protoplasztokat kiilon-kiilon
OMM taptalajra vittiik ki. A kiszélesztett mintdkat 30 °C-on inkubaltuk.

Néhany nap mulva a kinétt fuzios telepeket izolaltuk.

Random sporaanalizis

A protoplaszt fizidbdl szarmazo hibridek koziil a jol sporazéd tenyészeteket kivalasztottam,
ezekbdl MM taptalajon szélesztettem, majd innen a kiilonalld telepeket izolaltam és YED
taptalajra leoltottam. Amikor mar jol sporaztak (kb. 3 nap mulva) Lyticase enzimoldattal
kacsnyi sejttel, 37 °C-on, 1 éjjelen at végeztiik. (A sejtfal a vegetativ sejtekrdl is leoldodik, de
mivel az enzimoldat vizes alapt, a kiegyenlitetlen ozmotikus nyomdas miatt a vegetativ sejtek
lizalnak.)

A sporakat Biirker kamras szamoldst és sporaszam beallitast kovetéen YEPD feliiletére
sz¢lesztettem 9 parhuzamosban (100, 500 és 1000 sporaszammal).

A kin6tt telepek szdma (a talélés szazaléka) a sporak életképességére utal, a kiilonallo telepek
megfeleld taplemezekre replikdzasaval pedig a vizsgalt tulajdonsdgok oOroklodésére, a

rekombinaciora kovetkeztethetlink. Vizsgalatomban kénforrasként kizarolag szulfatot vagy
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ciszteint tartalmazé MM-S  tdpagarra (a sziildi torzsek adenin és arginin auxotréfidjnak
megfeleld aminosav kiegészitésekkel ellatva vagy anélkiil) és 0,4 mM Na-szelenatot
tartalmaz6 YEPD tapagarra replikaztunk. A kiilonb6z6 taplemezeken megjelend

telepszdmokat szamoltuk és hasonlitottuk 6ssze.

4.3.15. Kénforras-hasznositas vizsgalata

Vad (Se®) és szelenat rezisztens mutans (Se¥) torzsek novekedését vizsgaltuk kiilonbozé
kénforrasokon. MM-S~ taptalajhoz az auxotrof torzsek szdmara 0,005%-ban a megfeleld
aminosav kiegészitést adtunk, illetve kénforrasként a kovetkezoket alkalmaztuk:
= szervetlen kénforrasként 250 pg/ml:

szulfat (NH4)2SO,), szulfit (Na,S0Os), tioszulfat (Na,S;03)
= szerves kénforrasként 100 pg/ml:

glutation, cisztein, metionin
A kontroll semmiféle kénforrast nem tartalmaz (MM-S tapkozeg). (A kénvegyiileteket tobb
koncentracioban is kiprobaltuk, de a dolgozatban kozolt eredmények ilyen koncentraciok
beallitasaval késziiltek).
Tenyészkoriilmények: kezdeti sejtkoncentracid (beoltaskor) 5x10° sejt/ml; tapleves pH-ja
pH=5,5; az inkubacié kémcsében, razatva, 28 °C-on, 3 x 3 parhuzamosban 3 napon keresztiil
tortént.
Szaporodasi gorbék felvétele: a szaporodd tenyészetek nyomonkovetését a sejtszuszpenzidok
optikai denzitasdnak mérésével (A = 650 nm-en) végeztik meghatarozott 1do-

intervallumokban.

4.3.16. Szelén bioakkumulacié mérése

A sejtek altal akkumulalt szelén mennyiségét Tiran és mtsi (1993) mddszere alapjan, a szelén
Se(IV) forméjanak meghatarozasaval mértiikk. A vad (szelenat szenzitiv) és mutans (szelenat
rezisztens) torzsek sejtszuszpenzidjahoz Se(VI)-ot adagoltunk Na,SeO; forméban
0,04-4 mM koncentraci6 tartomanyban a fermentaci6 kezdetén. A megfeleld mintdkhoz kén-
forrasként 0,04 M KHSOy-ot alkalmaztunk. 12 ora elteltével a szuszpenzidkbol 8-8 ml mintat
vettiink, majd ezeket centrifugaltunk (4000 rpm, 5 perc). A Kkiiilepitett sejteket haromszor
mostuk 0,015 M foszfat pufferben, hogy a nem- vagy gyengén kotott szelént a sejtek
felszinérdl eltavolitsuk, majd az eqvivalens mintdkat teflon mintatartokba helyeztiik,

amelyben az emésztést és a redukciot végeztik. Az emésztéshez 115 °C-on cc. kénsavat,
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hidrogén peroxidot és H,SO4-ban oldott V,0s-oldatot, a redukcidhoz pedig tomény sésavat
hasznaltunk a leiras szerint (Tiran et al., 1993). Hiités utan a mintakat oldottuk és a szelén
tartalmat hidridgeneracids atomfluoreszcens spektrometriaval hatdroztak meg (HG-AFS). A
mért koncentracioértékekbdl a teljes Se bioakkumulacidt szamoltuk szaraz biomasszara

vonatkoztatva.

4.3.17. Elesztosejtek szulfat-felvételének izotépos mérése

YEPD taptalajban 30°C-on 15 oOrdn keresztiil inkubdlva (rdzatott tenyészet: 180 rpm)
szaporitottuk a sejteket, majd kiiilepitettiik és minimal taptalajban a megfeleld tapanyagokkal
kiegészitve ujabb 12 o6ran keresztiil inkubaltuk. Kicentrifugaltuk a sejteket, kétszer mostuk,
majd szulfat-mentes minimal taptalajban 1,5 6rén keresztiil ¢heztettiik tovabb.

Ezutan tettiik az izotdp szulfatot a mintakhoz és kezdtiik meg a szintillacios méréseket: 10 ml
(4x107 sejt/ml) szuszpenzidhoz 10 pl Na,>>SOg4-ot (287 MBg/ml; Izotop Intézet, Budapest)
mértiink. Meghatarozott iddintervallumok szerint 3 parhuzamosbdl 1-1 ml mintat vettiink ki,
amit 9-9 ml 10 mM nem radioaktiv Na,SO4-oldatba mértiik és 10 percig inkubaltuk. Ezutdn
kiszlirtik a sejteket nitrocelluloz membranon (porusatméré 0,45 pm, Sartorius), majd
atmostuk 10 ml desztillalt vizzel, végiil a membranokat egy szcintillacios koktélt tartalmazo
mintatartoba helyeztiik és az egyes mintdk radioaktivitasat mértiik szcintillacios késziilékkel

(Tri-Carb 1600 TR, Packard, USA).

Elesztésejtek inaktivdldsa mertioldtos kezeléssel
Egy fungisztatikus vegyszert, a 2-(ethyl-mercury-thio)-natrium-benzoatot (kereskedelmi
nevei: mertiolat vagy tiomerzal) alkalmaztuk az ¢lesztdsejtek metabolikus gétlasara (Deighton
et al., 1979). A mertiolatot az egyes mintakhoz 50 pg/ml végkoncentracioban, 10 perccel a

radioaktiv szulfat bemérése elott tettik.

4.3.18. Kénhidrogén-termelés vizsgalata

Olom-acetdtos sziirépapircsikok feketedésének vizsgalata
A megfeleld tenyészeteket (vad tipustt és szelenat-rezisztens torzsek) Erlenmeyer lombikban
razattuk 30 °C-on. A lombikok szajahoz befelé, a fermentaciés gdztérbe oOlom-acetattal
atitatott steril papircsikokat légattunk. A H,S-termelést az Olom-acetatos papircsikok

feketedésének mértékével vizsgaltuk vizualisan.
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H,S-termelés vizsgalata fotometrias modszerrel
A kénhidrogén termelés mennyiségi meghatarozasdhoz Jiranek és mtsi (1995) modszerét
alkalmaztuk kisebb valtoztatasokkal, optimalizalva. A kimutatas elve, hogy a tapkozegbdl
felszabadulé H,S-t egy kadmium-hidroxidot tartalmazé csapdaba vezetjilkk, ahol a
szulfidot a savas amin-reagenssel (lasd 42. oldal) szinreakcioba vissziik, amelyben
leukometilénkék képzddik, ami a Fe(IIl) ionok jelenlétében metilénkékké oxidalodik. A kék
Mivel a kéntartalmi vegyiiletek fényérzékenyek, a fermentacidés lombikot alufolidval
befedtiik, vagy sotét helyen (termosztat szekrényben) végeztiik a fermentaciot. A kimutatas
soran 1s a kiilonb6z0 mintatartokat, amelyekbe a kén-hidrogént elnyelettiik illetve
szinreakcioba vittiik, alufolidval a fénytdl elzartuk. A tenyésztés utan a fermentlevet
tartalmazd lombikot gumicsd segitségével 10 ml kadmium-hidroxid oldatot tartalmazo kén-
hidrogén csapdaval kotottiik ossze, majd egy masik cso segitségével inert nitrogént vezettiink
a fermentleven keresztiil, hogy kilizziik az elnyelt kén-hidrogént. A kén-hidrogénbdl
kadmium-hidroxiddal reakcioba 1épve kadmium-szulfid keletkezik. A levegdztetés utan 325
pl amin-reagenst adunk a kadmium-hidroxid oldathoz, és a mintat 1 percig erdssen
Osszerazzuk. Ezutdn fél oraig allni hagyjuk, majd az oldat abszorbanciajat 630 nm-en mértiik.
A termelt kénhidrogén mennyiségét egy elére megszerkesztett kalibracios gorbe segitségével

hatarozzuk meg.

Fermentacios paraméterek a kén-hidrogén mérési kisérletekben:

A YEPD taplevesben bedllitott kisérletek esetében 200 ml térfogatban oltottam le és a 2. nap
elteltével végeztem a méréseket. A mustban végzett fermentacional 600 ml térfogatban 14
napon keresztiil folytattuk a fermentaciot (a sterilre sziirt must refrakcidja 18,4 volt, mely a
fermentécio végén 6,5-re csokkent). Borban 200 ml térfogatban az 5. nap elteltével allitottuk
le a fermenticidt. A kiindulasi sejtkoncentracio minden esetben 10° sejt/ml volt, a

fermentaciot 25°C-on végeztiik.
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4.3.19. Almasavtartalom meghatarozasa enzimes UV-teszttel (Boehringer Mannheim teszt)

Az almasav teszt kémiai elve:
Az L-almasav NAD koenzim segitségével az L-malat—dehidrogenaz (L-MDH) jelenlétében

oxalacetatta oxidalodik:

L-MDH
L-almasav +NAD" «—2=  oxdlacetit + NADH + H'
A reakcid egyensulya az L-almasav képzddés felé tolodik el, azonban az oxalacetat lekotése a
rendszerbdl az egyensuly oxalacetdit ¢s NADH fel¢ vald eltolédasat okozza. Ez utobbi

reakciot L-glutamat jelenlétében a glutamat-oxalacetat-transzamindz (GOT) enzim katalizalja.

GOT
oxalacetat + L-glutamdt ——» L-aszpartat + 2-oxoglutarat
4—

Az elsé reakcioban képzddott NADH mennyisége ekvivalens (sztdchiometrikus) az L-
almasav mennyiségével. A NADH mennyiségét 334, 340 vagy 365 nm-en mért abszorbancia

alapjan szamitjuk ki a gyart6 altal megadott 0sszefliggés segitségével.

4.3.20. Aromaprofil vizsgalat GC-MS technikaval

Aromavegyiiletek kinyerése
15-15 ml mintat egy-egy 40 ml-es, csavaros kupakos, szeptumos iivegedénybe mértiink be,
melyet aluminium blokktermosztatban kevertetés mellett minimum 2 o6ra hosszat
ekvilibraltunk. Vizsgaltuk a mintahdmérséklet, a kevertetés, az adszorpcids és deszorpcios ido
hatasat a kinyert illoanyagok mennyiségére. Legmegfelelobbnek a 40 °C termosztat-
hémérséklet, 10 perc adszorpcids id6, 2 perces deszorpceid mutatkozott.
Az elOkisérletek alapjan valasztott szl 100 um metil-szilikon boritast (PDMS) volt. A
PDMS szalat kozvetlenill a gbéztérbe helyezés elétt 10 percig az injektor-hémérsékleten
deszorbealtattuk a labor levegdben megkotott szennyezések eltavolitasa céljabol.
Mintanként 3 SPME (szilard fazist mikroextrakcios) mintavétel tortént.
Az SPME mintavétel sémdja a 6. dbran lathato.

Aromavegyiiletek szétvalasztasa
A kromatografias koriilmények a kdvetkezdk voltak:
az alkalmazott késziilék HP 5890 gazkromatograthoz csatlakoz6 HP 5971 tomegszelektiv
detektor.
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Az alkalmazott oszlop: RH-5 ms+ oszlop 30 m hosszq, 0,25 mm belsé atmérdvel, 0,25 pm
filmvastagsaggal, a vivogaz hélium volt. Az alkalmazott hémérséklet program:
60°C 1 perc, 10°C/perc 100°C, 15°C/perc - 200°C, 8 perc a véghomérsékleten,
splitless injektalas, detektor 260 °C.
A vegyliletek azonositasa szamitogépes konyvtarkereséssel tortént, a Wiley 275 konyvtar
felhasznalasaval.

Kiértékeles
Mivel belsé standardot nem hasznaltunk, a kiértékelésnél az abszolut csucsteriileteket
hasonlitottuk 0ssze. (A tablazatokban az egyszerliség kedvéért az abszolut értékek szazezred

részét tiintettiik fel.)

extrakcits.
eszkdz

(szdltarté) ~~_

mintatarlé
edény

goztér

SPME deszorpci6

Szilard fazisi mikroextrakcio (SPME)

6. abra Az SPME mintavétel sémaja
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A GC-MS vizsgalat blokksémadja a 7. dbran lathato.

15 ml fermentlé 40 ml-es csavaros
kupakos szeptumos tivegben
40°C hémérséklet (blokktermosztat)
kevertetés, 2 6ra ekvilibralas

100 um PDMS
SPME szal
10 perc deszorpcid
250°C-on

\ 4

h 4

Bor gdzterébol 10 perc
adszorpcié SPME
szallal kevertetés

mellett

h 4

HP 5890 GC + HP 5971 MS
RH-5 ms + oszlop 30 m, 0,25 mm i.d.,
0,25 pm filmvastagsag, hélium vivégaz
60°C 1 perc, 10°C/perc 100°C,
15°C/perc - 200°C,
8 perc a véghdmérsékleten
splitless, detektor 260 °C
Wiley 275 konyvtar

h 4

Csucsteriiletek 6sszehasonlitasa

7. abra A GC-MS vizsgalat blokksémaja
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4.3.21. Statisztikai modszerek vizsgalati eredmények kiértékelésére

A dolgozatban az aldbbi modszereket alkalmaztam vizsgalati eredményeim statisztikai

elemzésére.

t-proba
A t-probdk vagy Student-féle t-probak egy vagy két normalis eloszlasu valtozo atlagat
vizsgaljadk. Ha a mintdkban szerepld adatok valamilyen szempont szerint parba allithatok
(példaul két mérést végzink ugyanazon a mintan, vagy paros mintdkon végzilink
megfigyeléseket), a kapott mintak dsszefiiggdk, dsszetartozo paros mintak lesznek. A paros t-
proba két Gsszetartoz6 minta vagy illesztett parok esetén az atlagos valtozast az adat-parok
kiilonbségein (ritkdbban hanyadoséan) elvégzett egymintas t-probaval teszteli.

A t-probakat Windows Excell szoftverrel végeztem.

Fokomponens analizis

Tobbvaltozos statisztikai modszer, egymassal tobbnyire bonyolult Osszefiiggésben allo
tényezOk rendszerszemléletli vizsgalatara €s leirdsara, amelyben a megfigyelési valtozok n
dimenzios terébdl a faktorok k<<n dimenziods terébe torténd attérés valosithatdo meg. Ennek az
a jelentdsége, hogy a megfigyelési egységek az eredeti n szamu koordinata helyett altalaban
joval kevesebb k£ szdmu koordinataval jelentds informaciovesztés nélkiil leirhatok, sot
szerencsés esetben két dimenziora redukdlva a sikban dbrazolhatok. Ez pedig lehetové teszi a
megfigyelések esetleges elkiiloniild csoportjainak felismerését.

A fékomponens analizishez a MINITAB szoftver programot hasznaltam.

Klaszteranalizis
Annak a vizsgalatara hasznalhat6, hogy a megfigyelések ill. a valtozok milyen csoportokba
(osztalyokba) sorolhatok barmiféle ezzel kapcsolatos eldzetes feltételezés nélkiil.
Meghatarozott hasonldsagi szint beallitasa esetén kimutathatd és abrazolhato, hogy mely
megfigyelési egységek hasonlitanak egymdsra nagyszamu adott jellemzdjik alapjan
(megfigyelési valtozok) a rogzitett szintnél nagyobb mértékben.
Klaszteranalizist a “molekularis ujjlenyomatok” elemzésénél hasznaltam a Molecular Analyst

Fingerprint 2.0 szoftver segitségével.
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5. Kisérleti eredmények

5.1. Schizosaccharomyces genus-hoz tartozoé torzsek molekularis vizsgalata

Egy korabbi torzs-sziirési vizsgalat soran, amikor 18 Schizosaccharomyces pombe és 3
Schizosaccharomyces octosporus torzs almasav-bontasat, szaporodasat, etanol toleranciajat
illetve H,S-termelését vizsgaltak, nagymértékben eltérd jellemzdket hataroztak meg a fajon
beliil is és kiilonb6z6 fenotipuscsoportokba soroltdk a vizsgalt torzseket (Geleta, 1996).
Ugyanezen torzsek molekuldris genotipus-analizisét végezve azt kerestem, hogy a kiilonb6z6
fenotipusos tulajdonsagokkal rendelkezé torzsek RAPD mintdzata mutat-e eltéréseket,
mennyire hasonléak a torzsek, illetve a genotipusos vizsgalat eredményei €és az ott
kimutathat6 torzsek kozotti hasonldésagok / kiilonbségek mennyiben korreladlnak a fenotipusos
tulajdonsagokkal.

A torzsek ribotipus analizise soran vizsgéaltam a genuszon beliill fennallo kiilonbségeket, a
harom Schizosaccharomyces faj identifikalasanak lehet6ségét ezzel a modszerrel, a fajok
kozotti hasonldsagot és az alfajok (pl. Schiz. pombe var. pombe és var. malidevorans)

elkiilonithetdségét.

5.1.1. RAPD-PCR analizis

18 Schizosaccharomyces pombe és 3 Schizosaccharomyces octosporus torzsbél sikeresen
izolaltam genomialis DNS-t a 4.3.1. alatti mdodszerrel. RAPD eljarast optimalizaltam ezen
Scizosaccharomyces torzsekre, négyféle random primert (4.3.2. szerint) alkalmaztam a fajon
beliili ¢és fajok kozotti kiilonbségek kimutatasara. A reprodukalhatdé ’ujjlenyomatokat”
elemeztem és a 8. dbran lathaté dendogramot szerkesztettem.

A RAPD-PCR vizsgalat soran 6t egymastol hatarozottan elkiiloniild csoportot kaptam klaszter
analizissel (A - E). A tobbi klaszterrel csupan mintegy 30%-os hasonloésagot mutatdo C
csoportba két Schiz. octosporus torzs (SZMC 702, SZMC 703) tartozik. Az A- és B csoportba
sorolhatok két kivétellel a Schiz. pombe torzsek, amelyek kozott viszonylag nagy a
hasonlésag, de nem azonos a RAPD ujjlenyomatuk, még a két nagyobb csoporton beliil is
vannak csupan 78-85%-ban hasonld torzsek. Az A- és B klaszter kozott kb. 76%-os a
hasonlosagi szint.

Erdekes modon két Schiz.  pombe toérzs (N 132 és LBG 1145) RAPD mintazata
nagymértékben eltért az dsszes tobbitl. A Schiz. octosporus-ként nyilvantartott SZMC 413
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torzs RAPD-mintazata nagyon eltért a masik két Schiz. octosporus torzsétél, a B csoportba
keriilt és 96%-o0s hasonlosagot mutatott a RIVE 4-4-3 Schiz. pombe torzzsel, valamint tobb
mint 90%-ban hasonld tovabbi 3 masik Schiz. pombe torzzsel. A torzs fenotipusos
tulajdonsagai is nagymértékben eltértek a faj masik két képvisel6jétol, ezért feltételeztem,
hogy a torzs rosszul lett identifikdlva. Kés6bb a ribotipusos és mikroszkdpos vizsgalataink is
megerdsitették, hogy az SZMC 413 torzs a Schiz. pombe fajba tartozik.

A RAPD mintazat alapjan a kénezett mustbol izolalt harom Schiz. pombe torzs (B 573,
B 578, B 579) teljesen azonosnak tlint, és fenotipusos tulajdonsagaik is nagyon hasonloak
voltak. Azonos szarmazasi helyiiket tekintve, illetve RAPD mintdzatuk azonossaga ¢€s
fenotipusos tulajdonsdgaik nagymértékii hasonlésdga alapjan ezeket izogenikusnak

feltételezziik.

A Schiz. pombe fajon beliil korabban felallitott varietasok (var. pombe és var. malidevorans)

nem kuloniiltek el a klaszter-analizis soran.

4. tablazat Schiz. pombe és Schiz octosporus torzsek ¢€lettani tulajdonsagai

RAPD csoportok Torzsek Almasav-bontés Szaporodas H,S-termelés
RAPD A RIVE 4-2-1 + +++ ++
RIVE 4-4-2 + +++ ++
RIVE 4-6-1 ++ +++ ++
C 44-6-1 ++ +++ +++
RIVE 4-5-1 + +++ +++
C44-1-1 ++ +++ -+
S 142 + +++ ++
RAPD B RIVE 4-4-3 +++ ++ ++
S 413 ++ +++ +++
NY 315 +++ +++ 4+
L.972 +++ +++ ++
L.975 +++ +++ ++
B 573 +++ +++ +
B 578 -+ +++ +
B 579 +++ +++ +)
RIVE 4-1-1 ++ +++ +++
C44-1-3 ++ +++ +++
RAPD D N 132 + +Ht+ +t+
+ +++ +++
RAPD C S 702 + + +++
S 703 + + 4+
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A korabban vizsgalt élettani jellemzOk az 1. sz. mellékletben talalhatok. A 4. tablazatban a
RAPD csoportok ¢és a torzsek fenotipusos tulajdonsagainak 0sszefiiggéseit vizsgaltam. Ezen
tulajdonsadgok és a és a RAPD ujjlenyomat alapjan felallitott klaszterek kozott az alabbi

Osszefliggéseket figyeltem meg:

Torzsek almasav-bont6 képessége és a RAPD ujjlenyomatok dsszefliggése
Az erds almasav-bonto torzsek - amelyek mar a fermentacio elsd két napja alatt, a stacionner
szaporodasi fazisban, az almasavtartalom legalabb 50%-at lebontottak, de a 7. napra
mindenképpen 90% feletti almasavbontast produkaltak, kivétel nélkiil a RAPD-B csoportba
tartoznak, és ezen csoporton beliil is 89%-0s hasonldsdgot mutatnak. A leggyengébb almasav-
bontd izolatumok — ezek az elsd két nap alatt az almasavtartalom kevesebb mint 20%-at
metabolizaltak, de a 7. napra is 50% alatti almasavbontast mutattak, sot legtobbjiik 20 % alatt
- egyike se keriilt ebbe a B csoportba: ezek a Schiz. pombe-k koéziil az A csoportba esnek,
illetve az elkiiloniilé két Schiz. pombe (RAPD-D és RAPD-E) almasav-bontasa is gyenge,
tovabba a Schiz. octosporus-oké (RAPD-C) is. Elkiilonitheté egy “’kdzepes” almasavbonto
aktivitassal rendelkezd csoport is: ezek a fermentdcid 2. napjara az almasav 20-50%-at
bontottak le, a 7. napra 60-90% kozotti almasavbontast tapasztaltunk. Ennek reprezentansai

RAPD mintazatuk alapjan az A és B csoportba is esnek.

Szaporodas illetve etanol tolerancia és a RAPD mintazatok kozotti korrelacio

A szaporodast az 540 nm-en mért OD-értékek alapjan vizsgaltdk, szintén a 2. és 7. napon
értékelve, pH = 3,5- és pH = 6,0-ju YEPD téplevesekben 25°C-on inkubélva.

A RAPD mintazatban is nagyon elkiiloniild csoportot alkotd (C-csoport), az SZMC 702 és
SZMC 703 Schiz. octosporus torzsek nagyon gyengén szaporodtak, generacios idejiik igen
magas volt. Tovabbi vizsgalatok sordn az etanol toleranciara végzett screenelés
eredményeképpen is ezek a Schiz. octosporus torzsek kiiloniiltek el legmesszebb a tobbi
torzstdl: 5%-os etanol koncentracional pH = 3,5-ju tapkodzegben a 18 vizsgalatba vont torzs
koziil ezek generacids ideje volt kiugroan a legnagyobb. RAPD “ujjlenyomatuk” alapjan ezek
csak 30%-o0s hasonlosagot mutattak a tobbi vizsgalt torzzsel.

Egyéb jellegzetességet nem talaltunk a RAPD mintézat, illetve ezen fenotipusos tulajdonsag

kozott.
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Kén-hidrogén termelés
A kiilonboz6 torzsek RAPD-mint4zatai és a kén-hidrogén termelési képességiik kozott nem
talaltunk karakterisztikus osszefliggést. A kén-hidrogén termelés viszonylag erds skalan valo
ingadozast mutat. A leggyengébb kén-hidrogén termeld térzsek RAPD ujjlenyomatuk”™
alajan a B csoporton beliil egy elkiiloniil6 clustert alkottak (B 573, B 578, illetve a B 579
torzsek) ¢és mintdzatuk teljesen megegyezett. Mivel a H,S-termelés mérésére egy
szemikvantitaviv médszert (4.3.18.) alkalmaztak, ami reprodukalhatd és Gsszehasonlithatd
eredményeket adott ugyan, de a mennyiségi meghatarozasra szempontjabol pontatlan, igy bar
a harom torzs ezen mérési eljarassal némi kiilonbséget mutatott a kén-hidrogén termelésben,
de mindhérom relativ gyenge kén-hidrogén termeld torzsnek bizonyult, igy gyakorlatilag

azonos torzseknek tekinthetjiik ezeket.

A vizsgalt torzsek 3 ¢lettani tulajdonsdgénak mérési eredményei alapjan fokomponens
analizist (PCA — Principal Component Analysis) végeztem (9. abra). A fOkomponens
analizissel az Osszes vizsgalt tulajdonsagot figyelembe véve, azok kombinécidjaval képeziink
hasonldsagi csoportokat. A PCA a sokféle valtozobdl (vizsgalt tulajdonsagbdl) kétdimenzids
rendszert képez, amelyben az egymashoz kozel esé mintdkat hasonlonak tartja.

A torzsek fenotipusos tulajdonsidgainak fOkomponens analizise és a RAPD-PCR
klaszteranalizis eredményeinek Osszefliggéseit kerestem. A kérdés az volt, hogy a fenotipus
analizissel (PCA) illetve a genotipus analizissel (RAPD-PCR klaszteranalizis) felallitott
hasonlésagi csoportok korreldlnak-e egymassal. A 9. abran a RAPD csoportoknak megfeleld
szinezéssel emeltem ki a torzseket jelzO pontokat a koordinata rendszerben.

A nagyon gyenge almasavbontassal és nagy generacios idével jellemzett Schiz. octosporus
torzsek (S 702 és S 703) a PCA analizissel is egészen elkiiloniiltek a tobbi torzstdl. A gyenge
kén-hidrogén termeld és egyben legjobb almasavbonto térzsek (B 573, B 578, B 579 ¢s
L. 975) szintén egy elég jellegzetesen kiilonalld csoportot képeznek. Kicsit tavolabb esik a
masik harom torzstél a B 579, amelyre jellemz6 volt, hogy az 0sszes torzs koziil a legkisebb
mértékben termelt kén-hidrogént. A boraszati szempontbdl fontos élettani tulajdonsagok

legjobb kombinéciojaval rendelkezd torzsek (révid generdcios id6, jo almasavbontd aktivitas,

crer

A koordinata rendszer k6zépsd részén szamos tovabbi, a RAPD A- ¢és B-csoportba tartozo
torzs talalhatok. Ezek vagy gyengébb almasavbont6 aktivitassal rendelkeznek, vagy erdsebb

kén-hidrogén termeldk, emiatt mar kevésbé eldnydsek boraszati szempontbdl. A RAPD-B
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csoportbol az R 411 térzs mar igen tavol esik a tobbi, ugyanezen RAPD klaszterbe tartozo
torzstél és ezen a példan jol latszik, hogy a RAPD analizisben kimutatott genomszintii

hasonlésagok ¢és a fizioldgiai tulajdonsdgok hasonldésdga nem mindig hozhatdok szinkronba”.

A PCA- és RAPD csoportok kozott bizonyos korrelacié taldlhatd, de nem minden esetben
egyértelmii tehat az “atfedés”. Még az izogenikus torzsek, mint az L. 975 és L. 972 is
tavolabb esnek egymastol, mint az L. 975 torzs a vizsgalt fenotipusos tulajdonsagok alapjan a
B 573 és B 578 torzsekt6l. A RAPD-PCR analizissel kimutathaté nagyfoki genomszinti
hasonlosag ellenére is lehetnek a torzsek fiziologiai tulajdonsagaiban ilyen eltérések.

A RAPD-A csoport tagjai viszonylag nagy szérdssal, de a koordinata rendszer kozépsod
részébe keriiltek, egy kivétellel a vizszintes koordinatatdl (masodik komponens) negativ
iranyba.

Az N 132 és L 1145 torzsek RAPD hasonlosagi szintje nagyon alacsony volt a tobbi torzshoz
viszonyitva, de egymdashoz is csupan kb. 55%-ban hasonlitanak. Ennek ellenére a PCA

alapjan igen kozel esnek egymashoz.

Ugy tiinik tehat, hogy olyan csoportok kozott, amelyek nagyon nagymértékii kiilonbségeket
mutatnak a fenotipusos tulajdonsdgokban ¢és a fokomponens analizissel is messze
elkiiloniilnek, azok a RAPD klaszteranalizissel is tdvolabbi csoportba keriiltek. Azonban a
hasonl6 genotipust torzsek kdzott mégis nagy szoras lehet a fenotipusos jellemzdket tekintve.
A RAPD analizis nagyobb valoszinliséggel mutathatja azonban a genomszintli kiillonbségek

alapjan eldre, hogy a nem vizsgalt fenotipusos tulajdonsdgok mennyire fognak hasonlitani.
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8. abra RAPD — PCR alapjan szerkesztett dendogram
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Schiz. pombe RIVE 4-5-1
Schiz. pombe C 44-1-1

Schiz. pombe S 142

Schiz. pombe RIVE 4-4-3
Schiz. octosporus S 413

Schiz. pombe NY 315

Schiz. pombe L.972

Schiz. pombe L.975 B
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Principal component analysis
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9. abra Schizosaccharomyces pombe és octosporus térzsek fokomponens analizise
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5.1.2. Ribotipizalas

A genomialis DNS alapjan az NS1 és ITS4 primer parok segitségével egy koriilbeliil 2,5 kbp
méretli fragmentet amplifikaltam a riboszomalis DNS régiobol. A ribotipus vizsgéalatba a
RAPD-PCR analizissel jellemzett Schiz. pombe és Schiz. octosporus térzseken kiviil a Schiz.

genuszba tartozo harmadik faj, a Schiz. japonicus torzseit is bevontuk.

Az alkalmazott restrikcios endonukledazok koziil az Scrfl €s Mspl enzimek hasitasaval kapott
mintazat csak a Schiz. japonicus torzsek esetében kiillonbozott, a pombe és octosporus torzsek
azonos mintdzatot adtak, azonban a Haelll ¢és Sau3Al enzimek hasitdsa altal nyert
”ujjlenyomat” mindharom fajt elkiilonitette a genuszon beliil. A két utobb emlitett enzim
segitségével, vagy a négy enzim 4altal nyert mintdzat kombinacidja alapjan a hirom faj
egymastol megkiilonboztethetd. A 10. abran lathatd gélképeken jol latszanak a fajok eltérd
restrikciés mintdzatai, amelyekkel a nemzetség jelenleg elfogadott harom faja identifikalhato.
Fajon beliil a ribotipus vizsgalat semmiféle kiilonbséget nem mutatott, a korabban

nyilvantartott valtozatok (alfajok) nem kiiloniiltek el.

A Schiz. pombe ¢és az Schiz. octosporus ujjlenyomata nagyobb hasonléosagot mutat, ami egy
kozelebbi rokonsagi fokot jelenthet a két faj kozott, melyektél a harmadik faj — a Schiz.

japonicus — tavolabbi ’rokonsagban” van.

A vizsgalat soran megerGsitést nyert az a gyanu, hogy egy Schiz. octosporus-nak
nyilvantartott térzs (SZMC 0413) rosszul volt meghatarozva, az valojaban a pombe fajhoz
tartozik. Ribotipusa alapjan is teljesen elkiiloniilt a masik két Schiz. octosporus-tol (SZMC
0702, és SZMC 0703), és mintazata a pombe torzsekkel volt megegyezd, ahogyan azt a
RAPD-PCR analizis soran is mar észrevettiik, st a torzs fenotipusos tulajdonsagai is nagy

mértékben kiilonboztek a masik két Schiz. octosporus torzsétol.
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Sau3Al
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M 12 3 4 56 7 8 91011 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25
M: molekulatémeg marker  1: Schiz. pombe L. 972 2: Schiz. pombe L. 975 3: Schiz. pombe LBG 1145
4: Schiz. pombe RIVE 4-1-1 5: Schiz. pombe RIVE 4-2-1 6: Schiz. pombe RIVE 4-4-2  7: Schiz. pombe RIVE 4-4-3
8: Schiz. pombe RIVE 4-5-1 9: Schiz. pombe RIVE 4-6-1 10: Schiz. pombe S 142 11: Schiz. pombe(!) S 413
12: Schiz. octosporus S 702 13: Schiz. octosporus S 703 14: Schiz. pombe C 44-1-1 15: Schiz. pombe C 44-1-3
16: Schiz. pombe C 44-6-1  17: Schiz. pombe N 132 18: Schiz. pombe NY 315 19: Schiz. pombe B 573

20: Schiz. pombe B 578 21: Schiz. pombe B 579 22:Schiz. japonicus SCHJ 1 23:Schiz. japonicus Y 976
24:Schiz. japonicus C 44-5-1 25:Schiz. japonicus C 44-3-1

10. abra Schizosaccharomyces nemzetséghez tartozo térzsek ribotipizalasa
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5.2. Kén-asszimilacioban sériilt Schiz. pombe mutansok izolalasa és vizsgalata

5.2.1. Szelenat-rezisztens mutansok indukcidja

Schizosaccharomyces pombe torzsek esetében szulfat-hasznositasban sériilt mutansok
izolalasat végeztem szelendt-rezisztens torzsek indukcidjaval. Ahogy az irodalmi
Osszefoglaloban emlitettem, a szelenat a szulfat toxikus analdgja, a sejtbe vald bejutdsat a
szulfat-permedz segiti, ahol a szulfat-redukcidés anyagcsereut enzimes folyamatai toxikus
szelenitté redukaljak. Saccharomyces ¢és Aspergillus fajoknal izolalt szelenat rezisztens
mutansok vagy a szulfat-permedz enzimben sériiltek €s a szelenatot carrier altal nem tudtik a
sejtbe juttatni, vagy az intracellularis szulfat redukcidban szereplé enzimek inaktivacidjaval a

sejtbe bejutott szelenatot nem képesek toxikus szelenitté redukalni.

5.2.1.1. A mutansok szelektalasahoz megfelel6 szelenat koncentracié meghatarozasa

Els6 1épésben 5 Schiz. pombe torzs esetében meghataroztam a szelenat minimalis gatld

crer

5. tablazat Kiilonbozo szelenat-koncentraciok gatld hatasa Schiz. pombe torzsekre, és azok

M.1.C.-értékei
Na,SeOy torzsek
koncentracio
(mM) B 579 RIVE 4-1-1 B 573 h"0-82 ade5 R 421 arg/6-2
0,8 - - - - -
0,4 - - - - -
0,2 * *
0,1 - ++ * * *
0,05 + ++ + + +
0,025 + ++ ++ ++ ++
0,0125 ++ ++ ++ ++ ++
0,00625 ++ ++ ++ ++ ++
0 (kontroll) ++ ++ ++ ++ ++
M.I.C. 0,1 mM 0,2 mM 0,1 mM 0,1 mM 0,1 mM
- nincs névekedés * 1-1 telep megjelenése (spontan rezisztencia)
+  gyengébb szaporodas ++ erdsebb szaporodas

A mutansok izoldlasdhoz a M.L.C. értékek alapjan a 0,4 mM Na,SeOs koncentraciot
valasztottuk ki, a késObbiekben ez elegendének bizonyult a szenzitiv torzsek megfeleld

gatlasahoz, a mutans torzsek egyértelmii elkiilonitéséhez.



67

5.2.1.2. Mutansok indukciojahoz megfelel6 UV sugar-dozis meghatarozasa

A 4.3.7. szerint az egyre novekvod besugarzasi idok fiiggvényében felvettiik a sejtek talélési
szazalékat (tulélési gorbe). Az eredményeket két torzs esetében (B 579 és 0-82) a 11. abran

oszlopdiagram szemlélteti.

A mutansok indukdlasdhoz altalaban az 5-10 %-os tiléléshez tartozé mutagén-dozist ajanljak,
hogy megfelel6 mutiaciok mar kialakuljanak, ugyanakkor még viszonylag nagy szazalékban
kapjunk tulélé sejteket, amelyek jol screenelhetok, a legjobb ¢Eletképességli mutansok
szelektalasdhoz. Eredményeink alapjan tehdt a megfeleld mutagén-dozisnak a 105
masodperces UV-besugdrzast valasztottuk, a tovabbiakban ezt a dozist hasznaltuk mutans

torzsek indukalasahoz.

120
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UV besugarzas idétartalma [s]

11. abra Sejtek talélési szazaléka a Schiz. pombe B 579 és 0-82 torzs
UV besugarzasanak hatdsara

5.2.1.3. Szelenat rezisztens torzsek izolalasa

13 szelenatra érzékeny, prototrof és auxotrof Schiz. pombe térzs UV besugarzasaval, illetve

kémiai mutagén kezelésekkel (4.3.8. és 4.3.9. szerint) Osszesen 117 szelenat-rezisztens

cre

Megannyi mutagenézishez hasznalt torzs, a NCYC 1945 met3-1 mutans kivételével, a szulfat
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metabolizmus tekintetében vad tipusu volt. Az met3-1 (Kohli et al., 1977) metionin auxotrof
torzs fenotipusa szelendt-szenzitiv volt, és ennél a torzsnél is lehetett szelenat-rezisztens

mutansokat izolalni.

A mutansok genetikai stabilitadsat teszteltiik a 4.3.10. szerinti vizsgalattal, illetve komplett
(YEPD) taptalajon a telepméret és morfologia vizsgalataval. A B 579 Se®-2 és a 0-82 Se®-2
szelenat rezisztens torzsek az 5 x 10* sejtszammal végzett back mutacids vizsgalatban 100%-
ig stabilnak mutatkoztak. A tovabbi mutans torzsek a kisebb sejtszammal (replikazéassal)
végzett tesztben szintén stabilak voltak a szelenat-rezisztencia mutaciot tekintve. El6fordultak
ugyanakkor apro telepet képzd, heterogén novekedeso torzsek, amelyeknél feltételeztiik, hogy
¢életképességiik a random mutagenezis kovetkeztében erdsen lecsokkent. Jellemzd modon
ilyen csokkent életképességet a tobbszords mutaciot hordozd torzseknél figyeltiink meg,
amelyek a szelenat-rezisztencia mutacion kivill auxotrofia mutdcioval is rendelkeztek,

elsésorban a leucin- és/vagy lizin- hidnyos auxotrof torzsek.

6. tablazat Izolalt szelenat rezisztens Schiz. pombe mutansok

Torzs Genotipus Szelenat-rezisztens Mutagén kezelés
izolatumok

S. pombe L972 h Se®-1-t61 Se*-10 -ig UV

S. pombe L975 h Se®-1-t61 Se®-10 -ig UV

S. pombe 0-82 h ade5 Se®-1-t61 Se®-10 -ig UV

S. pombe 0-44 h arg4 Se*-1-t6l Se"-12 -ig UV, MNNG, EMS
S. pombe 0-172 h"leu3 Se"-1-t61 Se*-10 -ig UV

S. pombe 0-121 h argl tyrl Se*-1-t61 Se"-10 -ig UV

S. pombe h'leul Se*-1-t61 Se*-10 -ig UV, MNNG, EMS
S. pombe h lysl Se®-1-t61 Se®-12 -ig UV

S. pombe h' leul lysl Se®-1-t61 Se®-8 -ig [0\

S. pombe NCYC 1945  h' met3-1 Se"-1-t61 Se"-10 -ig UV

S. pombe B579 h” prototrof Se"-1-t61 Se*-5 -ig uv

S. pombe RIVE 4-1-1 prototrof Se*-1-t8l Se"-7 -ig Uv

S. pombe RIVE 4-2-1 arg’/6-2 Se®-1 -5l Se"-3-ig UV

5.2.1.4. Szelenat-rezisztens mutansok szelenat-toleranciajanak vizsgalata

Megvizsgaltuk tobb szelenat-rezisztens torzs esetében, hogy a kialakul6 mutacio
kovetkeztében milyen magas szelenat koncentraciokat képesek tolerdlni, a M.L.C.-érték
hanyszorosanal mutatnak még novekedést. A 7. tablazat utolsé oszlopdban 5 torzs példajan

lathato, hogy a M.I.C.-érték 50 - 200-szorosat toleraltak a rezisztens torzsek.
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7. tablazat Rezisztens mutansok szelenat tolerancidja az M.1.C.-érték viszonylataban

Torzs Na,SeOy M.I.C. Na;SeOq4
koncentraciok érték  tolerancia
[mM] [mM] (xM.LC.)
0 o1 02 04 06 0,8 1,6 3,2 10 20
L.9758¢% + + - - - - - - - 0,1-0,2
L.9758e"1 + + + + + + + + + - 100
L.9728¢° + + - - - - - - - 0,1-0,2
L.972Se®1 + + + + + + + + + - 100
0-82 Se® + - - - - .o - - 0l
0-82Sef2  + + + + + 4+ + + + - 100
B 579 Se® + - - - - - - - 01
B579Se"2 + + + + + + + + . 50
R.4218% + - - - - - - - -0l
R.421Sef1 + + + + + + + + + + 200

5.2.2. Szelenat-rezisztens Schiz. pombe mutansok szulfat hasznositasanak vizsgalata

Megvizsgaltuk az Osszes izoldlt mutans esetében, hogy a szelenat-rezisztencia kialakulasa
egyiitt jart-e a szulfat hasznositas képességének kiesésével. A kén-forrasra €heztetett sejt-
tenyészetek ndvekedését kén-forrasként egyediil szulfatot tartalmazo taptalajon teszteltem. Az
altalam izolalt Schiz. pombe mutans torzsek kivétel nélkiil elvesztették a szulfat-hasznositas
képességét a vad torzsekkel ellentétben, melyeknek a szulfat alapvetéen jol hasznosithatod

kén-forrast jelent. Egyértelmiien megallapithaté tehat, hogy a Schiz. pombe esetében is a

szelenat-rezisztencia mutacid hatterében a szulfat-redukcids anyagesereut sériilése all.

5.2.3. Szelenat-rezisztens izolatumok genetikai komplementicdjanak vizsgalata

Az altalam izolalt szulfat-anyagszerében sériilt Schiz. pombe torzsek esetében kérdéses volt,
hogy a muténsok egy, kettd, vagy akar tobb génben sériiltek-e a rezisztenciat kialakitd

mutacio kovetkeztében. Buxton és mitsi (1989) Aspergillus nidulans és Aspergillus niger

esetében két komplementacios csoportba soroltak a szelenat-rezisztens mutansokat:

= a szulfat-permeazban sériilt mutinsok kromat-rezisztens (CrO)

» aszulfat-reduktaz enzimben sériilt mutansok kromat-szenzitiv (CrOS)
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fenotipussal rendelkeztek. Az eltéré komplementacids csoportba tartozd torzsek hibridizacio
soran komplementaltak egymast, a hibridek a szelenatra érzékenyek, a szulfatot pedig képesek

a taptalajbol felvenni és redukalni.

5.2.3.1. Kromat-érzékenység illetve rezisztencia vizsgalata a Schiz. pombe mutansoknal

Els6 1épésben megallapitottam 9 vad Schiz. pombe torzsnél a kromat minimalis gatlo
elkiilénitésével elészor a kétszeres MLLC.-értéknél (5 x 10~ M) probalkoztam.

Mivel itt hosszt ideig (koriilbeliil 2 hetes inkubaciot kovetden) sem tapasztaltunk ndvekedést,
megprobaltam alacsonyabb kroméat koncentraciok alkalmazaséaval tesztelni a mutansokat:

(@) 2,5 x 10° M (M.IC.-értéknél), (b) 3,0 x 10° M és (c) 3,5 x 10° M K,CrO,
koncentracioknal.

A bedllitott kromat-koncentraciok egyikén sem lehetett hatarozottan elkiiloniteni reszisztens
ill. szenzitiv torzseket. A torzsek magasabb kromat-koncentraciok mellett egyatalan nem
novekedtek, a M.I.C.-érték koriili koncentracidban jelenlévd kromat esetében pedig idében
igen elhizodva, tobb mint két hetes inkubacidt kovetéen tapasztaltunk egy pazsit-szerii
“hattérndvekedést”. A tovabbiakban tobb mutagénkezelés soran probalkoztunk kromat-
rezisztens mutansok izolalasaval, mindahanyszor sikerteleniil. Nem nyertiink egyértelmiien

szelektalhatd kromat-rezisztens torzset.

5.2.3.2. Szelenat-rezisztens mutans torzsek komplementacios analizise ivaros

hibridizacioval

Az auxotrofia markereket hordoz6 szelenat rezisztens mutdns torzseket kereszteztiik ivaros
hibridizacioval, hogy megvizsgéljuk, vannak-e kozottik egymaést komplementald térzsek a
rezisztencia-mutacio illetve a szulfat-hasznositas szempontjabol.

A keresztezés lényegét mutatja a 12. dbra két auxotrof szelenat rezisztens torzs példajan.

Az ellentétes parosodasi tipusa (h™ és h), egymast komplementalé auxotrofia mutacidt
hordozé torzsek keresztezése sikeres volt az auxotrofia markerek komplementacidja alapjan,
azonban egyetlen keresztezésbdl sem kaptunk olyan hibrid torzset, mely a szervetlen

szulfatot, mint egyediili kén-forrast hasznositani képes.
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Haploid sejtek:

= cllentétes parosodasi tipustiak h* ade5” leul h™ ade5 leul®
= komplementald auxotrofia ><
mutaciot hordozok Se-xly (?) Se"-xly (?)

= szelenat-rezisztens, szulfatot
nem hasznosit6 (szulfit ill.cys’)

Diploid sejt:
= prototrof (leu és ade) tekintetében
= szelenat rezisztens, szulfatot nem

+ - + R_ 9
hasznosité (cys” ill. szulfit), ha a b Jeul ades Setwy (2)

b leul® ade5  SeRxiy (2)

genotipus:

R R
Se™-x vagy Se”-y
Se®-x Se®-y

= egy komplementacios csoportba

tartozik a két mutans torzs
® szelenat szenzitiv, szulfatot

hasznosité (cys' ill. szulfit'), ha a

genotipus:

Sef-x

Se®-y

= két komplementacios csoportba
tartozik a két mutans torzs

12. 4bra A h' leul Se®-1 és a h 0-82 ade5 Se®-1 ivaros keresztezésének sematikus abrazolasa

Az eredménybdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az altalunk izolalt szelenat-rezisztens torzsek a
szulfat-asszimilacids Gt azonos génjében sériiltek. A hibridizalt torzseket a 8. tablazat sorolja

fel, az itt lathato Gsszes mutans torzs egy komplementacids csoportba tartozik.

8. tablazat Ivaros hibridizacioba bevont auxotrof, szelenat rezisztens Schiz. pombe mutansok

A Kkeresztezésbe bevont auxotrof torzsek

h* h

leul Se®-1 —Se*-10 0-82 ade5 Se"-1 — Se*-10
lys1 Se®-1 — SeR-12 0-44 arg4 Se®-1 — Se®-12
leul lys1 Se®-1 — Se®-8 0-172 leu3 Se®-1 — Se®-10

0-121 argl tyrl Se®-1 — Se®-10
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A szelenat-szenzitiv AK 6/5 h™ ade6'arg” torzs és a szelenat-rezisztens B579 Se®-2 mutéans
torzs kozott végzett szomatikus hibridizaciobol (protoplasztfuziobol) jol sporazo hibrideket
kaptam, ezért azokkal random spoéraanalizist végeztem. Ennek eredményeképpen kozel 1:1
aranyban kaptam szelenat-rezisztens ¢és szelenat-szenzitiv klonokat, ami a szelenat-

rezisztencia szempontjabol az egygénes mutaciora utal.

5.3. Vad tipusu és szelenat-rezisztens Schizosaccharomyces pombe mutansok kénforras

hasznositasa

A mutansok izolalasdhoz hasznalt 6sszes vad tipusu és az azokbol indukalt szamos szelenat-
rezisztens mutans torzs szaporodasat vizsgaltuk kiilonbozé kénforrasokat tartalmazo
taplevesekben és az OD-értékek mérésével kovettiik a szerves és szervetlen kén vegyiiletek
hasznosulasat.

9. tablazat 6 vad torzs és az azokbdl szarmazo 1-1 szelenat rezisztens mutans torzs esetében
mutatja az eredményeket. A 13. dbran két-két szelenat szenzitiv (L. 972 és B 579) illetve
szelenat rezisztens (L. 972 Se®-1 és B 579 Se®-2) torzs szaporodasi gorbéi lathatok az

egyediili kénforrasként szulfat, szulfit, metionin vagy cisztein jelenlétében.

5.3.1. Szervetlen kén-vegyiiletek hasznositasa

Amint a 9. tadblazat és a 13. dbra is mutatja, a szulfat kivalé kén-forras a prototrof vad tipusa
(szelenat-szenzitiv) torzsek szamdra. Némely szelenat-szenzitiv auxotrof torzs lassabban
novekszik, azonban egyértelmiien hasznositja a szervetlen szulfatot, azon, mint a taptalajban
jelenlévo egyediili kénvegyiileten, ndvekedni képes.

Amint mar emlitettem, az izolalt szelenat-rezisztens Schiz. pombe mutansok a szulfaton, mint
egyedill jelenlévd kén-forrason, nem képesek ndvekedni. A szulfatot nem tudjék redukalni és
nem képesek beépteni sajat kén-vegyiileteikbe, de az is kérdés, hogy egyatalan

transzportaljak-e a sejtbe.

A szulfit mind a vad, mind pedig a rezisztens mutans torzsek szamdara hasznosithaté kén-
forrasnak bizonyult. Alacsonyabb pH-értéken (pH= 3,8) az altalunk alkalmazott szulfit

koncentracié gatlé hatast fejtett ki a Schiz. pombe toérzsekre, hasonloképpen mint azt
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Saccharomyces cerevisiae torzsek esetében tapasztaltuk és ahogyan ez az irodalombol is
kozismert. A szulfit folyékony kozegben ugyanis SO, HSO; illetve SOs* formékban van

jelen, de alacsony pH értékeknél a toxikus SO, forma felé tolodik az egyensuly.

A tioszulfat mind a szenzitiv mind pedig a rezisztens tOrzsek szdmara jol hasznosithato
250 pg/ml - 1 mg/ml koncentracio tartomanyban, de nagyobb koncentracioban alkalmazva

gatl6 hatassal volt a szaporodasra.

5.3.2. Szerves kén-vegyiiletek hasznositasa

A szerves kénvegyiiletek koziil a vad tipust torzsek a glutationt, a ciszteint, és a metionint is
hasznositottdk, bar a glutation és a cisztein altalanosan jobban hasznosuld, gyorsabban
beépiild kénvegyiiletnek bizonyult, mint a metionin. Ez a megfigyelés aldtdmasztja Brzywczy
¢és Paszewski (1994) eredményeit, akik Schiz. pombe esetében a reverz transz-szulfurilacios
anyagcsereut hianyat irtdk le, mely szerint a hasadoélesztOben metioninbdl kdzvetleniil nem
keletkezik cisztein két enzimmel katalizalt 1épésben.

A 13. abran is lathatd, hogy a vad térzsek metioninon sokkal lassabban, de felszaporodnak
olyan mértékben, mint egyéb gyorsabban hasznosuld kénvegyiilet jelenlétében. A Schiz.
pombe képes tehat a metionint felhasznalni és kénvegyiileteibe beépiteni, a cisztein azonban

feltehetdleg nem transz-szulfurildcioval, hanem valami egyéb anyagcseretiton keletkezik.

Figyelemre mélt6 eredmény az is, hogy a szulfat asszimilacidoban sériilt (szelenat rezisztens)
mutansok a metionint ugyanigy nem tudjdk felhasznalni, mint a szervetlen kénvegyiiletek

kozil a szulfatot.

A rezisztens mutansok glutation vagy cisztein jelenlétében életképesek voltak, mindkét
szerves kénvegyiiletet jol hasznositottdk, a mutidcio nem okozott valtozast, ugyanolyan jol

szaporodtak a mutédns torzsek is, mint vad “’parjaik”.
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9. tablazat Kiilonb6z0 szervetlen és szerves kén-forrasok asszimilacioja Schiz. pombe

szelenat-szenzitiv (vad tipust) és szelenat-rezisztens (mutans) torzsek altal

Kén-forras

szulfat tioszulfat szulfit glutation  cisztein  metionin

Torzs
250 pg/ml 250 pg/ml 250 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
L975 ++ ++ ++ ++ ++ +
L975 Se®-1 - ++ ++ ++ i R
L972 ++ ++ ++ ++ ++ +
L972 Se®-1 - ++ ++ ++ i R
0-82 ++ ++ + ++ ++ +
0-82 Set-2 - ++ + I i i
B 579 ++ ++ ++ ++ ++ +
B 579 Se®-2 - ++ ++ + i R
RIVE 4-1-1 ++ ++ + ++ ++ +
RIVE 4-1-1 Se®-1 - ++ + i i i
NCYC1945 met3-1 - - - - - T

NCYC 1945 met3-1 SeR-1 - - - - - _

++: erés novekedés (a késdi exponencialis szaporodasi fazist eléri 24 6ran beliil)
+: gyenge novekedés (a késoi exponencialis szaporodasi fazis elérése 48 ora elteltével)
- nincs szaporodas
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al

0,9

0,8

0,7
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0,5

OD650
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0,3
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0,1 1

L. 972 és L. 972 Se®-1 torzsek szaporodasi gorbéi
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b/ 1

0,9
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0,2 1

0,1
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és B 579 Se"-2 torzsek szaporodasi gorbéi

36

40

44

48

52

—6—kénforras nélkil
—l— 250 pg/ml szulfat
—a&— 250 pg/ml szulfit
—+— 100 pg/ml metionin
—#— 100 pg/ml cisztein
—O— kénforras nélkil
—l— 250 pg/ml szulfat
—&— 250 pg/ml szulfit
—+— 100 pg/ml metionin

—¥— 100 pg/ml cisztein J

idé (h)

kénforras nélkul
250 pg/ml szulfat
250 pg/ml szulfit
100 pg/ml metionin
100 pg/mil cisztein
—6—kénforras nélkil
—l— 250 pg/ml szulfat
—a&— 250 pg/ml szulfit
—+— 100 pg/ml metionin
—¥— 100 pg/ml cisztein

idé (h)

13. abra Szelenat szenzitiv és szelenat rezisztens torzsek szaporodasa
szerves €s szervetlen kénforrasokon

a/ 1.972 és 1..972 Sek-1

b/ B 579 és B 579 SeR-2

N

> L.972

> L. 972 Se®-1

> B 579 Se"-2
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5.4. Szelenat-rezisztens mutansok szulfat transzportjanak vizsgalata

A korabbi kisérleteimben izolalt Schiz. pombe szelenat-rezisztens mutansok esetében a
rezisztencia kialakuldsa egylitt jart a szulfat-hasznositas képességének elveszitésével. Az
ivaros hibridizaciéval végzett komplementacids analizis alapjan ezek a szelenat-rezisztens
torzsek egyetlen komplementéacios csoportot alkottak (Banszky és Maraz, 1997).

Mivel azonban a kromatra valo rezisztencia alapjan nem tudtuk eldonteni, hogy a mutansok a
szulfat transzportban sériiltek-e, ezért *>S-nel jelzett szulfat felvételével teszteltik a szulfat-
permedz enzim aktivitdsat. Arra kerestiink vélaszt, hogy a szulfat-permeaz vagy a szulfat-

redukcids ut valamely mas enzimének sériilése felelds-e a rezisztencia kialakuldsaért.

5.4.1. Vad és szelenat rezisztens mutansok *>S-szulfat felvétele

T&bb vad tipusu illetve szelenat-rezisztens mutans torzsnél vizsgaltuk az *°S-szulfat felvételét
a sejtbe parhuzamos mérésekkel. A 14. abran a B 579 és 0-82 h™ ade5 vad tipusu torzsek €s
ezen torzsekbél indukalt B 579 Se®-2  és h™ 0-82 ade5 Se®-2 rezisztens mutinsok
radioaktivitas értékei lathatok.

Jol nyomonkovethetd, hogy 60 perc elteltével a B 579 Se®-2 torzs a B 579 vad torzs altal
felvett szulfat mennyiségnek csupan 54 %-at veszi fel.

A heterotallikus h™ 0-82 ade5 Se®-2 jelti mutans esetében a 60. perc elteltével minddssze

20 %-os aktivitast mértiink a 0-82 ade5 szelenat-szenzitiv (vad) torzshoz viszonyitva.

Tobbszori parhuzamos vizsgalataink eredményeképpen megéllapithatjuk, hogy a vizsgalt
torzsek esetében a szelenat-rezisztens mutansok szulfat-felvétele jelentésen elmarad a vad
torzsekhez képest. Ugy tiinik, hogy a szulfat-permedzuk aktivitasa csokken, de nem sziinik

meg teljesen (Banszky és Mardz, 1999).
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—0O—B 579 SeS

— —B 579 SeR-2

—L. 972 h- 0-82 ade5 SeS
—"—L. 972 h- 0-82 ade5 SeR-2

radioaktivitas (x 1¢ cpm)

2 A /
-
1 1 / /
_—
1=t — |
O T = T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

id6 (perc)

14. abra Schiz. pombe B 579 és 0-82 vad tipusu (Se®) torzsek és szelenat-
rezisztens (Se®) mutansaik *°S-szulfat felvétele

Tovabbi vizsgalataink soran arra voltunk kivéancsiak, hogy a rezisztens mutansok esetében
mért radioaktivitds értékek nem az extracellularis akkumulacio altal, a sejtfalon
adszorbealddott szulfat mennyiségét jelentik-e.

Ennek a hatasnak a kikiiszobolésére a jelzett szulfat bemérését megelézéen mertiolattal - egy
nem specifikus metabolikus inhibitorral — kezeltiik a sejteket. Ezt a vegyiiletet patogén
gombak rutinszeri elolésére hasznaljak, anélkiil, hogy a sejt strukturdjat megbontandk
(Deighton és tsai, 1979). Az 50 ng/ul koncentracidban mertiolattal kezelt mintaknal a vad- és

a rezisztens mutans torzsnél is teljes gatlast tapasztaltuk (15. abra).



78

——0-82 SeS

O 0-82 SeS + merthiolate 50 pg/ml
—A&— 0-82 SeR-2
A 0-82 SeR-2 + merthiolate 50 pg/ml

radioaktivitas (xl(}6 cpm)

id6 (perc)

15. abra S-szulfat felvételének gatlasa mertiolattal (50 ug/ml) Schiz. pombe

0-82 szelenat-szenzitiv (Se®) és rezisztens (Se®-2) torzseknél

Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a rezisztens mutdnsok esetében mért csokkent szulfat
akkumulacié egy csokkent mértékili intracellularis akkumulacid, és permedz altal irdnyitott

(kozvetitett) szulfat transzport 1étezésére utal a Schiz. pombe esetében.
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5.4.2. Szelén bioakkumulacio vad és szelenat rezisztens torzsnél

crer

B 579 Se®-2 muténs esetében, amelynek a szulfat felvétele kb. a felére csokkent a vad
torzshoz képest.

Kiilonb6z6 szelenat koncentracidkat allitottunk be és szulfat jelenlétében is vizsgaltuk a
szelén akkumulaciot, hogy a feltételezett kompeticid6 mennyiben befolyasolja a szelenat

felvételét (4.3.16. szerint). A mérési eredményeket a 16. abran tiintettem fel.

Se(VI) bioakkumulaciéja
a Schiz. pombe B 579 vad és a B579 Se®-2 mutans torzsekben

2000 OB 579
1500 - EB 579 SeR-2

1000
500 -
0 |:-

0 0,04 04 4 0 + 0,04 +
szulfat szulfat

szelén bioakkumulacié
(ug Selg szaraz biomassza)

beallitott szelenat koncentraciék (mM)

16. abra A szelén(VI) bioakkumulacidja a
B 579 vad tipusii torzs és a szelenat-rezisztens B 579 Se"-2 mutans esetében

Az ML.I.C. értéknél alacsonyabb 0,04 mM szelendt koncentraciénal a mutans térzs kb. 1,5-szer
annyi szelént akkumulalt, mint a szenzitiv “parja”. 0,4 mM koncentracid beallitasanal a
mutans torzs szelén akkumulacidja mar jelentdsen meghaladja a vad torzsét, egy
nagysagrenddel tobb szelént akkumulalva is jol szaporodik. Ez azt bizonyitja, hogy a Schiz.
pombe-ban szintén els6ésorban a redukalt szelenat, a szelenit fejt ki toxikus hatast.

Szulfat adagolasa a taptalajba csokkentette a szelén akkumulaciodt (és a szelenat gatld hatasat)
mind a vad, mind pedig a mutans torzsben. A szelenat és a szulfat kompeticidja azt mutatja,

hogy a szelenat valoban a szulfat transzport rendszeren keresztiil jut be a sejtbe.
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5.5. Szelenat rezisztens és vad tipusu Schiz. pombe torzsek erjedési illékony
komponenseinek ¢és almasavbontasanak dsszehasonlitisa mikrovinifikacios

koriilmények kozott

A dolgozat ezen fejezete azokat a mérési eredményeket tartalmazza, amelyekben az altalam
izolalt mutans torzsek illetve vad tipusu ”parjaik” boraszati szempontbol fontos tulajdonsagait

teszteltiik és hasonlitottuk dssze.

5.5.1. Vad tipusu és mutans torzsek kén-hidrogén termelésének vizsgalata

A Schiz. pombe torzsek kén anyagcseréjével elsésorban azért foglalkoztunk, hogy egy a
boraszati gyakorlatban alkalmazhatd, a vad tipusu torzsekkel ellentétben, csokkentett H,S-
termeld torzset fejlessziink ki. A szelenat rezisztens mutansok szulfat redukcidja gatolt, ezért
a mustban vagy borban 1évé szulfatbdl nem termelnek kén-hidrogént a szulfat asszimilacios
uton. Ett6l azt vartuk, hogy a mutans torzsek H,S termelése a vad tipusuakkal szemben

visszaszorul.

5.5.1.1. Vad és mutans torzsek kén-hidrogén termelésének sziirése 6lom-acetatos modszerrel

A vad tipust €és mutdns torzsek kén-hidrogén termelésének sziirése sordn egy szemi-
kvantitativ modszerrel, Olom-acetatos papircsikok H,S hatdsdra torténd fekete
elszinezddésével teszteltiink szamos torzset. A méréseket kiilonbozd szerves és szervetlen
kén-forrasokat tartalmaz6 minimal illetve komplett (YEPD) téaptalajon végeztiik, a lombikok
szdjahoz erdsitett, a fermentacids gaztérbe nyulo, 6lom-acetattal atitatott papircsikokkal. A
sziirési vizsgalatba bevontunk két Saccharomyces cerevisiae torzset is (Oenoferm és S288c).
Eredményeink szerint ezek nem termeltek detektalhaté mennyiségli H,S-t, mig a vad tipusa
Schiz. pombe térzsek mind szervetlen (szulfaton és szulfiton), mind pedig a szerves
(ciszteinen) mérhetd mennyiségli H,S termelést mutattak.

A 10. tablazatban néhany torzs vizsgélati eredményeit tiintettem fel (- kék hattérszinezéssel a
mutans torzsek kiemelve).

A sziirési vizsgalatok eredményeit csak 1ényegiiket tekintve roviden emlitem:

= A vad torzsek kozott is megfigyelhetéek hatarozott kiilonbségek (egymashoz viszonyitva

voltak erésebb és gyengébb kén-hidrogén termeldk (pl. az R 4-1-1 torzs erds mértékben,
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L.972 és L.975 torzsek kozepes mértékben, a B 579 torzs kis mennyiségben termelt kén-
hidrogént)

= FErdekes modon a két izogénikus torzs (L.972 h™ és L.975 h") kozott is volt kiilonbség: az
L.972 torzs erésebb kén-hidrogén termeldnek bizonyult.

= A szelenat-rezisztens mutans torzsek szervetlen kénforrasokon nem, csupan a ciszteinen

termeltek kimutathaté mennyiségi kén-hidrogént

10. tablazat Schiz. pombe és S. cerevisiae torzsek H,S termelése MM-S™ taplevesben
(75 ml tapleves, 100 ml Erlenmeyer lombikban, beoltas: 10%sejt/ml, inkubécio: 30°C, 5 nap)

H,S termelés

Torzsek Szulfat Szulfit Cisztein
0,25% 0,25% 100 pg/ml
S.cerevisiae  oenoferm - - -
S 288c - - -
Schiz. pombe  L.972 +++ ++ + 4+ +
L.975 + + + + + +
B 579 + + +
B 579 Se*-2 - - )
R 4-1-1 ++++ ++ + ++++
R 4-1-1 Se*-3 - + ++
lys1 + + + + +
lys1 Se®-5 - R n
0-44 arg4 ++ ++ ++
0-44 arg4 Se®-1 = = -
Ertékelés: onkényes skala szemrevételezés alapjan
- nem termel H,S-t
) elenyész6 H,S termelés (nagyon halvany elszinez6dés, kis teriileten)
+ gyenge H,S termelés (halvany elszinez6dés, viszonylag kis teriileten)
++ kozepes H,S termelés (kdzepes elszinez6dés)

+++ erds H,S termelés (erésebb mértékii elszinezddés)
++++ nagyon erés H,S termelés (nagyon erds elszinezdés)

Kénforrasként egyediil metionint tartalmazé minimal taptalajon nagyon gyenge elszinezddést
tapasztaltunk a vad torzseknél is, a mutansok esetében pedig nem detektaltunk H,S termelést.
Ez azzal magyarazhat6, hogy a metionin korabbi vizsgélataink soran rosszul hasznosulo
kénforrasnak bizonyult, a szaporodas mértéke is elég gyenge volt. A mutansok esetében
kénforrasként egyediil szulfat illetve metionin jelenlétében mar a szaporodas is elmaradt, tehat
nem véletlen a visszaszoruld H,S termelés. A mutdnsok azonban YEPD komplett taptalajban

is kevesebb H,S-t termeltek, mint a vad “’parjaik”, ahol a szaporodasuk mértéke megegyezik.
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5.5.1.2. Vad és mutins torzsek kén-hidrogén termelésének mérése taptalajban,

mustban és borban fotometrias modszerrel

A torzsek kén-hidrogén termelésének kvantitativ jellemzése érdekében a tovabbiakban egy
fotometrias analitikai eljarast adaptaltunk és optimalizaltunk Jiranek és mtsi (1995) modszere
alapjan. A kén-hidrogén termelés mérését végeztik YEPD komplett taptalajban, mustban
illetve borban tortént fermentdciot kovetden. (A fermentacids paramétereket és a mérési

modszer leirasat a 4. fejezet 4.3.18. pontjaban talaljuk.)

A mérési eredményeket a 11. tablazat tartalmazza. Lathatd, hogy a mutdns térzsek egyik
kisérletben sem termeltek a kimutatdsi hatar folé es6 mennyiségben kén-hidrogént. A vad
torzsek kén-hidrogén termelése a kiilonbozé kisérlet-sorozatokban viszonylag nagy
ingadozast mutatott, de az L. 972 tdrzs és az abbol szarmazo adenin-hianyos auxotrof 0-82
jelt térzs nagyobb mennyiségben termel kén-hidrogént, mint a kénezett mustbol izolalt B 579

jelii torzs.

11. tablazat Kén-hidrogén termelés YEPD komplett taplevesben, mustban és borban

Torzs H,S (ng /1)
YEPD taptalajon MUST erjesztése BOR erjesztése

L.972 S¢e’ 158,3 + 70 370 + 36 19,75 2,5
L. 972 Se®-1 - - <10

0-82 Se® 175 + 49,5 - -

0-82 Se®-2 <10 - -

B 579 Se® 78,3 + 119 + 36,5 12,38 £ 0,9

B 579 Se®-2 <10 <10 <10

<10 pg/l (nem termeltek, vagy csak 10 pg/l alatti koncentracidtartomanyban)
- : nincs adat (nem végeztiink mérést)

Mustban végzett fermentacié soran az L. 972, a B 579 vad és B579 Se®-2 rezisztens torzs
kén-hidrogén termelését mértiik. A rezisztens torzs nem, a szenzitivek azonban viszonylag
nagy menyiségben termeltek kén-hidrogént.

Borban csak 1% gliik6éz adagolasa mellett tudtunk kén-hidrogén termelést detektalni, de még
ilyen koriilmények kozott is nagyon gyenge volt a torzsek szaporodasa és kén-hidrogén
termelése.

A 17. abrén oszlopdiagram szemlélteti a torzsek altal a kiilonb6zd kozegekben termelt kén-
hidrogén mennyiségeket. Lathatd, hogy a legerdsebb kén-hidrogén termelés a mustban

figyelhetd meg, a leggyengébb pedig a borban. YEPD taplevesben kb. 6-8-szoros, mustban
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pedig 10-18-szoros kénhidrogén mennyiségeket mértiink, mint a borban. Az eltérd fermentacios
koriilmények és az elért szaporodasi ratdk (vagy a végsé sejtkoncentraciok: mustban 1,2 x 10°
sejt/ml, YEPD-ben 2 x 10 sejt/ml, borban 4 x 10° sejt/ml) figyelembevételével magyarazhatok a
kiilonbségek. A moddszer leirdsanal (4.3.18.) lathatd, hogy a fermenticiok iddtartama sem
egyezik meg a kiilonbozoé kozegek esetében. Eldkisérletekkel vizsgaltuk, mely fermentéacios
idépontban érjiik el a legmagasabb H,S szintet, hogy mindenhol azt az idépontot valasszuk, ahol
a legtobb kén-hidrogént tudjuk detektdlni, a torzsek kozotti legszembetiindbb kiilonbségek
kimutatasara. Az elsddleges kérdés ugyanis az volt, hogy a vad és mutdns tipusok kozott
talalunk-e eltérést. YEPD-ben a 2. napra biztosan elértiik a legmagasabb H,S szintet, borban kb.
az 5. napon, mert itt a sz€lsdséges koriilmeények k6zott nagyon lassu és gyenge szaprodas volt. A
mustot addig erjesztettiik, mig kierjedt az eredeti magas refrakci6 tartalma és mar nem csokkent

tovabb; ez 2 hét volt.
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17. abra Szelenat szenzitiv vad tipusu és szelenat rezisztens mutans
Schiz. pombe torzsek kén-hidrogén termelése
komplett YEPD taptalajban (a), mustban (b) €s borban (c)
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5.5.2. Vad tipusu és mutans torzsek altal termelt illékony komponensek

Komplett taptalajban, illetve mustban végzett fermentaciot kovetden aromaspektrum
vizsgalatokat végeztiink a Kozponti Elelmiszertudomanyi Kutatd Intézet Kémiai Analitikai
Osztalyanak laboratoriumaban GC-MS technikat alkalmazva.

Két vad és egy kivalasztott mutdns torzs erjedési aromaspektrumat vizsgaltuk 3-3
parhuzamosban. A két vizsgalt vad torzsnél elég nagy kiilonbség adddott megel6z6 mérések
soran a kén-hidrogén termelés tekintetében, a B 579 torzs gyenge kén-hidrogén termeld. A
B 579 Se®-2 mutins nem termelt kén-hidrogént és tudjuk, hogy a szulfat redukcios
anyagcseréje sériilt. Az volt a kérdés, hogy egyéb, az ¢lesztotorzsek 4ltal termelt

aromakomponensek mennyiségében is megmutatkoznak-e a torzsek kozotti kiillonbségek.

A 12. tablazatban komplett YEPD taptalajban végzett fermentaciot kovetden, a 13.
tablazatban pedig must erjesztése sordn képzddott aromakomponensek mennyiségét tiintettem
fel. Mivel belsé standardot nem hasznaltunk, az aromakomponensek mennyiségi értékelését
az abszolut csucsteriiletek dsszehasonlitasaval végeztiik. A tablazatokban az atlagértékeket és
a szorast tiintettem fel, az egyszertiség kedvéért az abszolutértékek szazezred részeként. (Egy-

egy minta teljes iondram kromatogramjat 2.-7. mellékletként fiiztem be.)

A legtobb azonositott vegyiilet észter volt amiatt, hogy az alkalmazott SPME szal els6sorban
a kevésbé polaros vegyiileteket koti meg. Az aromakomponensek mennyiségének eltéréseit a
két vad torzs kozott hasonlitottam Ossze €s értékeltem t-probaval illetve a B 579 vad és az
abbol mutagénkezeléssel eldallitott B 579 Se®-2 muténs torzs kozott szintén t-probaval
(95%-o0s szignifikancia szinten). A tdblazatokban a jobb atlathatdsdg kedvéért a t-proba
eredményeként kapott szignifikans kiilonbségeket (p < 0,05) sarga hattérszinezéssel emeltem

ki.

YEPD taplevesben az L. 972 szignifikansan tobb etil-oktanoatot és etil-9-decenodtot,
valamint erdsen szignifikdnsan tobb etil-dekanoatot termelt, mint a B 579. A B 579 ¢és
mutansa kozott csak az etil-dodekanoat mennyiségében adddott erdsen szignifikdns eltérés.
Az L. 972 és B 579 torzsek aromaspektruma kozott tehat nagyobb kiilonbség volt a YEPD-

ben végzett fermentacid sordn, mint a B 579 vad és mutans “’parja” kozott.
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12. tablazat Schiz. pombe torzsekkel erjesztett YEPD tapleves aromakomponenseinek dsszehasonlitasa (csucsteriilet/100 000)

Retencidos Vegyiilet L.972 t proba B 579 t proba B 579 SeR-2
ido L.972 B 579
B 579 B 579 Se*-2

atlag SZOras p érték atlag  szoras p érték atlag SZOras

1,52 acetaldehid 84,20 20,18 0,4651 94 12,73 0,1475 111,17 47,37
etanol 1187 145 0,1652 985,7 60,8 0,1867 1516 449
6,00 etil-hexanoat 1,30 0,08 0,0644 0,84 0,15 0,1612 1,20 0,22
7,51 nonanal 8,50 1,87 0,9537 8,37 2,42 0,8570 9,03 4,48
8,09 oktil-acetat 4,47 1,60 0,7538 4,27 1,12 0,4534 5,47 1,17
8,32 oktansav 2,23 0,66 0,4080 1,60 0,00 0,0903 1,95 0,07
8,67 etil-oktanoét 90,03 27,38 0,0368 21,8 4,33 0,4143 16,97 3,93
8,80 dekanal 14,27 3,15 0,1933 9,40 1,25 0,2814 15,63 8,57
9,18 3-metil-1-butil-észter 2,60 0,92 0,5958 2,43 0,64 0,2577 3,77 0,90
9,80 etil-nonanoat 2,93 1,35 - na na - 2,10 0,85
10,11 metilészter 2,83 0,49 0,9443 2,9 1,04 0,1767 3,60 0,75
10,52 dekansav 7,11 1,85 0,1375 3,23 1,25 0,0636 4,60 1,84

10,76 etil-9-decenoat 5,93 1,10 0,0451 1,45 0,21 - na na

10,86 etil-dekanoat 551,6 123,6 0,0218 113,3 11,92 0,1004 83,60 7,84
11,02 dodekanal 4,90 0,69 0,2136 3,80 0,40 0,2616 5,03 1,70
12,80 etil-dodekanoat 21,73 1,70 0,0687 3497 2,71 0,0034 5,27 0,74
17,24 etilészter 5,00 3,25 0,7048 6,13 4,42 0,7800 3,15 1,06

osszes illo 199440 320,12 0,0735 1261.,81 48,03 0,1904 1784,73 504,49

osszes illé etanol nélkiill  807.20 175,55 0,0514 276,14 59,50 0,8560 268,60 63,03

na: nincs adat
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13. tablazat Schiz. pombe torzsekkel erjesztett mustok aromakomponenseinek 6sszehasonlitasa (csucsteriilet/100 000)

Retencios Vegyiilet L.972 t proba B 579 t proba B 579 SeR-2
idé L.972 B 579
B 579 B 579 Se®-2
atlag SZOras p érték  atlag  széras p érték atlag Szoras
1,52 acetaldehid 49,90 36,95 0,3417 75,33 1,59 0,0612 31,13 0,26
etanol 4550 507 0,0587 5979  320,9 0,1218 4741 536
6,00 etil-hexanoat 13,90 1,73 0,0592 25,48 2,8 0,0936 15,10 3,90
7,51 nonanal 5,47 0,55 0,8178 5,18 1,49 0,2419 4,37 0,90
8,09 oktil-acetat 5,23 0,78 0,2106 4,06 1,37 0,9877 4,03 1,16
8,32 oktinsav 12,07 0,47 0,4433 14,53 4,54 0,8310 15,17 0,21
8,67 etil-oktanoét 216,7 34,06 0,0545 438,2 62,8 0,0499 189,5 49,59
8,80 dekanal 6,13 1,12 0,4324 1043 6,52 0,1869 3,87 0,81
9,18 3-metil-1-butil-észter 2,37 0,31 0,2439 1,83 0,10 0,5879 2,67 0,84
9,80 etil-nonanoat 2,83 0,50 0,0687 3,93 0,55 0,1088 2,17 0,67
10,11 metilészter 1,57 0,35 0,7951 1,45 0,07 0,4999 1,55 0,07
10,52 dekansav 11,27 0,70 0,2136 7,23 3,95 0,1693 11,30 0,96
10,76 etil-9-decenoét 39,43 2,70 0,0549 52,45 1,98 0,0016 8,23 1,15
10,86 etil-dekanoat 5164 50,96 0,0641 381 36,35 0,1685 497,50 80,61
11,02 dodekanal 4,50 0,96 0,4060 5,13 1,29 0,2911 3,73 1,53
12,80 etil-dodekanoat 21,03 4,88 0,1149 1243 3,06 0,0096 101,8 18,28
17,24 etilészter 7,10 1,85 0,0211 0,7 0,28 0,0551 0,13 0,02
osszes illo 5620 530 0,0547 7028  379,2 0,1304 5642 692
osszes illé etanol nélkiil 1070 66,5 0,0732 1049 58,3 0,1853 9014 157,4
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Must erjesztésénél érdekes modon pont ellenkezbleg, a két vad toérzs aromaspektruma jobban
hasonlitott egymadsra, csupan az etilészter mennyisége volt erdsen szignifikdnsan tobb az
L. 972 torzs esetében. A B 579 és B 579 Se®-2 torzsek altal erjesztett mustok aromaanyagait
Osszevetve a B 579-es szignifikdnsan tobb etil-oktanoatot, erésen szignifikdnsan tobb etil-9-

decenoatot, erdsen szignifikansan kevesebb etil-dodekanoatot tartalmazott.

Az etil-észterek (pl. az etil-oktanoat, etil-9-decenoat, etil-dekanoat, etil-dodekanoat), amelyek
mennyiségében szignifikdns eltéréseket mutattunk ki a kiilonb6zd torzsek kozott, a borok
masodlagos aromaanyagainak legnagyobb csoportjat képezik és bizonyos gyilimolcsos
karakterek kialakitdsaval jarulnak hozzd a borok aromajahoz (Vas és mtsi, 1999). A
masodlagos aromaanyagok mennyisége a borban szintén Osszefiigg az erjesztést végzd
¢lesztotorzsek metabolizmusaval (Lambrechts és Pretorius, 2000). Azonban az altalunk is
mért szekunder metabolitok (szerves savak, magasabbrendi alkoholok ¢és észterek, aldehidek)
Osszhatasa, ezek abszolut mennyisége és specifikus részardnya alakitja ki a bor aromdjat.
Emiatt pontosan nem lehet tudni az analitikai vizsgélatok alapjan, hogy az altalunk detektalt
eltérések megnyilvanulnak-e €s ha igen, milyen mértékben az érzékszervi tulajdonsdgokban

(iz, illat).

5.5.3. Almasavbontas vizsgalata a szelenat-rezisztens mutans torzsekkel

Az alabbi kisérletekben a B 579 ill. 0-82 vad és a B 579 Se"-2 ill. 0-82 Se®-2 szelendt
rezisztens torzsek almasavbontédsat teszteltiik. Elsdsorban arra kerestiilk a valaszt, hogy a
mutans torzsek megtartottdk-e a vad torzsekhez hasonld mértékii almasavbontd képességiiket.
A mutansok kén-hidrogén termelését sikeriilt csokkenteni, ezaltal felmeriilhet boraszati

alkalmazasuk lehetésége, amennyiben az almasavbonto képességiik nem romlott.

Az almasavbontast komplett YEPD téplevesben és kétféle eredetli savas szaraz fehér Gjborban
mértik két killonboz6 kisérletsorozatban. Nagy induld sejtszammal (107 sejt/ml) kezdtik a
fermentacidt, mert a borban eldzetes kisérletek eredményei alapjan szamitottunk a torzsek igen
gyenge szaporodasra. A borokban csupan kismértékii (kb. 1,4x-2,2x-es) sejtszdm-ndvekedést

tapasztaltam az 5 napos fermentacios id6 végén. A YEPD tépleves 10 g/l L-malatot tartalmazott,
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amelyben a szaporodas elért egy nagysagrendnyi novekedést (kb. 10x-es sejtszamndvekedés) az

5. nap végére. A borok kiindulasi almasavtartalma 5,46 illetve 5,8 g/l volt.

A 14. tablazat eredményeibdl kiolvashatd és az oszlopdiagram (18. 4bra) is jol szemlélteti,
hogy a szelenat rezisztens torzsek a vad tipust torzsekhez hasonld mértékben bontjak az
almasavat, azaz a mutacidé nem befolyasolta az almasavbonté képességiiket.

Komplett taptalajban erdsebb almasavbontéast végeznek a tdrzsek mint a borban, ami a jobb

szaporodasi rataval is magyarazhato.

14. tablazat Szelenat szenzitiv (vad) és szelenat rezisztens (mutans) Schiz. pombe torzsek
almasavbontasa komplett taplevesben és borban 5 nap alatt

YEPD komplett taptalaj Sauvignon blanc Tokaji Furmint
vad és (kiinduldsi L-malat tart.: 10 g/1) (kiinduldsi L-malat tart.: 5,46 g/1) (kiindul4si L-malat tart.: 5,8 g/1)
mutans Almasavtartalom (L-malat)
Schiz. g/l % g/l % g/l %
pombe atlag  szords maradék | atlag szords maradék| atlag  szords maradék
torzsek almasav almasav almasav
tartalom tartalom tartalom
B 579 2,10 +0,28 21 % 3,23 +0,38 59 % 1,77 +0,05 30,5 %
B 579 SeR-2 2,62 +0,17 26 % 3,75 +0,17 68,5 % 2,15 +0,15 37,1 %
0-82 2,63 +0,37 26 % 3,84 +0,22 70,3 % 2,55 0,13 44 %
0-82 Se"-2 2,55 +0,63 25,5 % 3,34 +0,32 61 % 2,24 +0,09 38,6 %

maradék L-malat tartalom (%)
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18. abra Szelenat szenzitiv (vad) és szelenat rezisztens (mutans) Schiz. pombe térzsek
almasavbontasa komplett taplevesben ¢és két kiilonféle borban 5 napos fermentaci6 soran
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5.5.4. Vad és mutans torzsekkel kezelt borok érzékszervi vizsgalata

Az elobbi fejezetben leirt kisérletekben malo-etanolos fermentacidak (MEF) alavetett
ujborokkal érzékszervi analizist végeztiink. Azt vizsgaltuk, hogy a vad és mutans Schiz.
pombe torzsekkel kezelt borokban érzékszervileg érezheté mennyiségben taldlunk-e kén-
hidrogént, vagy egyéb idegen aromat, illetve az eredendden igen savas borok savtartalma az
MEF utan érezhetden csokkent-e.

Ot biral6 vizsgalta a kisérleti erjesztésbél szarmazé borokat (3-3 parhuzamosban), 0-5 pontig
értékelve a kovetkezd organoleptikus paramétereket: (1) kén-hidrogénes illat és iz, (2) egyéb

hibés aroma, (3) savhatas (az erdsen savas kontroll borhoz képest).

Az eredményeket a 19. dbra mutatja. Enyhe kén-hidrogénes illatot érezni lehetett a 0-82 torzs
altal kezelt borban, mig ez a masik B 579-es tozsnél csak nyomokban volt érezhetd, a szelenat
rezisztens mutans torzsek esetében pedig egyataldn nem éreztek kén-hidrogén szagot. Az abra
”¢” részében lathatd, hogy a savesokkenés is érezheté volt a Schizosaccharomyces-ekkel
kezelt borokban, de a borok eredeti savassaga nem tlnt el teljesen, a kezelt borok is
viszonylag savasak maradtak. A kezeletlen jborhoz (kontroll minta) képest igen gyengén
idegen aroma érezheté volt a Schizosaccharomyces torzsekkel fermentalt mintakban, a
legjelentdsebb eltérés a B 579 torzs esetében adodott.

A fermentacido 5 napig tartott és a borokban csupan kb. 1,4x-2,2x-es sejtszam-novekedést
kaptunk. Ennek megfelelden a sejtek aktivitasa elég gyenge volt, tehat nem is varhat6é nagyon
erds savesokkenés és aromatermelés.

Az azonban bizonyitott, hogy érzékszervileg is megnyilvanul a mutans torzsek represszalt
kén-hidrogén termelése és a vad torzsekhez hasonld almasabontd képessége, és jelentOs

idegen aroma megjelenése nem jellemzo.
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19. abra Savas alapbor €s a 0-82 ill. B 579 vad tipusu torzsek és azok szelenat-rezisztens
0-82 SeR-2 ill. B 579 Se®-2 mutansaival erjesztett borok érzékszervi sszehasonlito vizsgalata
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6. Eredmények értekelése, kdvetkeztetések

6.1. Genotipizalasi vizsgalatok

A 18 Schiz. pombe és 3 Schiz. octosporus torzs laboratériumunkban korabban végzett,
boraszati szempontbdl fontos élettani tulajdonsadgainak vizsgélatat (almasavbontds, etanol
tolerancia, H,S-termelés) kovetéen a torzsekkel genotipizalast végeztem RAPD-PCR
technikaval, 4-féle, 10 nukleotid hosszusagli random primert alkalmazva.

Ezutan a Schizosaccharomyces nemzetséghez tartozo harmadik fajt reprezentald tovabbi
Schiz. japonicus torzseket is bevonva rDNS-RFLP analizist (ribotipizalas) végeztem.

A ribotipizalas soran az rDNS NS1 és ITS4 primerekkel amplifikalt szekvencidjanak 4-féle
restrikcidos enzimmel valo hasitasdval nyert “ujjlenyomatokat™ hasonlitottam 6ssze. Mivel
mindkét eljaras fliggetlen a gén expressziotol (Baleiras Couto, 1995), ezért kivaloan
alkalmasak genotipusos jellemzésre. A DNS szerkezete allando, a sejtek kornyezeti feltételei
nem befolyésoljak, szemben a hagyomanyos fenotipusos vizsgalatokkal vagy biokémiai

tesztekkel.

A RAPD ujjlenyomatok™ és a vizsgalt fenotipusos tulajdonsagok Osszefiiggéseit tekintve a

kovetkezd kovetkeztetés vonhato le:

(1) Almasavbonto6 képesség vizsgalata

= A legjobb almasavbonto torzsek RAPD mintazatuk alapjan egyazon, a "RAPD-B”’-nek
nevezett csoportba tartoznak.

= Elkiilonithetd egy kozepes almasavbont6d aktivitdssal rendelkezd csoport is, melyek
reprezentansai féleg a "RAPD-A” és néhany a "RAPD-B” csoportokba tartoztak.

= A leggyengébb almasavbont6 torzsek egyike sem sorolhaté a fenti RAPD-csoportokba,
ezek RAPD-"ujjlenyomata” egyértelmiien kiilonbozik, a klaszteranalizis sordn mas
csoportokba kertiltek.

(2) Szaporodas és etanol tolerancia vizsgélata
A szaporodas és etanol tolerancia tekintetében a Schiz. octosporus tézsek nagymértékben
eltértek a tobbi torzstdl, ahogyan a RAPD analizis soran is egyértelmil kiilon csoportot
alkottak ("RAPD-C”), azonban egyéb Osszefiiggést nem allapitottunk meg. Mivel csupan
3 Schiz. octosporus torzs élettani vizsgalatat végezték ¢és a genotipizalas soran
bebizonyosodott, hogy az egyik helyteleniil lett identifikalva, a tulajdonképpeni 2 torzs

analizisével nem vonhatunk le 4altalanos kovetkeztetéseket a faj tulajdonsagaira
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vonatkozoan. Nem tudhatjuk biztonsaggal, hogy az altalunk vizsgalt 2 torzs megfelelden
reprezentalja-e a fajt, az azonban kimondhaté, hogy az S 702 és S 703 jelii Schiz.
octosporus tozsek szaporodasi rataja és etanol toleranciaja a vizsgalt dsszes Schiz. pombe
tozzsel Osszehasonlitva a leggyengébb (lasd 1 sz. melléklet, B dbra). A RAPD analizis
alapjan ez a 2 torzs all legtavolabb az 0sszes tobbitdl (- a hasonldsagi szint csupan kb.
30 %-¢kos), ahogyan azt a dendogram (8. abra) is mutatja.
(3) HaS termelés

A RAPD ujjlenyomatok™ és ezen fenotipusos tulajdonsag kozott semmilyen jellegzetes
Osszefiiggést nem talaltunk. A H,S termelés tekintetében nagy kiilonbségek figyelhetok
meg a kiilonbozo torzsek (izoldtumok) kozott, de ezek a fenotipusbeli kiilonbségek nem

korrelaltak a RAPD mintazatokkal.

crer

meg, hogy az élettani tulajdonsagokban mért jelentds kiilonbségek a nagymértékben eltérd
RAPD-mintazatban is megjelentek (pl. S 702 és S 703 elkiiloniilése; illetve a B 573, B 578,
B579 ¢és L. 975 csoport), de a finomabb eltérések esetén a korreldcid nem volt teljesen
egyértelmii. Egy-egy nagyobb RAPD-csoporton beliil is (ahol a tdrzsek genomszintii
hasonlosdga akar 90 % koriili) voltak eltérd fenotipusos csoportba tartoz6 torzsek

(pl. R 4-4-3, S 413, NY 315).

A ribotipizalas eredményei megerdsitették, hogy az eljaras alkalmas a Schizosaccharomyces
nemzetségen beliili fajok kozti differencidlasra is a megfeleld restrikcids enzimek
alkalmazasaval, mint példdul a Haelll és Sau3Al. A moédszer kivaloan reprodukalhatod és
viszonylag gyors volt: az eljards optimalizaldsa utan tiplemezen vald 1 napos tenyésztést
kovetden 1 nap alatt elvégezhetd. Az azonos fajhoz tartoz6 torzsek ugyanazokat a restrikcios
mintdzatokat mutattdk mind a négy alkalmazott enzim esetében, fajon beliili eltéréseket nem
figyeltem meg. A riboszomalis DNS restrikciés analizise sordn nyert eredményeink
megerdsitik azt az allaspontot, hogy helyes a genusz torzseinek jelenleg elfogadott harom
fajba (Schiz. pombe, Schiz. octosporus és Schiz. japonicus) valo besorolasa (Banszky és
Maraz, 2000). Ezt DNS reasszociacios vizsgalatokkal (Vaughan-Martini, 1991), valamint
ivaros hibridizacios kisérletekkel is demonstraltdk, mivel a fajok kozotti parosodas
kovetkezetesen elmaradt (Johannsen, 1981, Sipiczki, 1982).

Ugy talaltam tovabba, hogy a Schiz. japonicus torzsek ribotipusuk alapjan nagyobb mértékben
elkiiloniilnek a masik két fajtol, mint azok egymastol, mivel az Scrfl és Mspl enzimekkel

kapott restrikciés mintazat a Schiz. pombe és Schiz. octosporus térzseknél megegyezett, ami



93

egy szorosabb rokonsagot feltételezhet. Kurtzmann és Robnett (1991) a részleges
riboszomalis RNS szekvencidkat vizsgaltdk azok nukleotid eltérései alapjan, amely soran
hasonléan azt az eredményt kaptak, hogy a Schiz. japonicus faj nagyobb mértékben
kiilonbozik a genusz masik két fajatol. A kiilonbségek azonban nem voltak olyan mértékiiek,
hogy igazoljak a Scizosaccharomyces genusz felosztasat és a fajok kiilon genuszba sorolasat,
amelynek lehetdségét mas szerzok koenzim-Q-, alacsony homérsékletii citokréom spetrum-,
zsirsav profil- és aszkospora feliileti morfologia-vizsgalatok alapjan korabban felvetették
(Yamada és Banno, 1987).

Az rRNS fragmentum kombindlt — nagy (25S) ¢és kis (18S) alegységének — részleges
szekvencia analizisével (900 nukleotid) is megerdsitést nyert, hogy a Schiz. pombe és a Schiz.
octosporus fajok “’kozelebbi rokonsagban” vannak egymassal, mint a Schiz. japonicus fajjal
(Kurtzmann, 1992). Erdekes, hogy korlatolt szamban izolaltak a Schiz. pombe és az Schiz.
octosporus fajok kozott protoplaszt fuzidval 1étrehozott prototrof hibrideket (Sipiczki, 1979),
ugyanakkor leszogezhetd, hogy a fuzios hibridek 1éte nem bizonyit konspecifitast. Tovabbi
érdekesség, hogy a Schiz. japonicus torzsek alacsony homérsékletii citokrom spetruma nagy
mértékben kiilonbozott az egymashoz hasonld Schiz. pombe és az Schiz. octosporus fajokétol
(Sipiczki et al., 1982).

A Schiz. pombe és a Schiz. malidevorans elkiilonitésének jogossagat vizsgalataink sem a
ribotipizalast, sem pedig a RAPD analizist tekintve nem erdsitették meg. Eredményeink
egybevagnak Vaughan-Martini (1991) DNS reasszociacids vizsgalataival, amelyekben az
emlitett és korabban 1étezett alfajok tipustorzseinek genomjat 98 %-ban azonosnak talaltak.

A B 573, B 578 és B 579 jeli torzsek izogenikusnak mutatkoztak az elvégzett genotipus
analizis soran. Végiil a genotipizalas soran kideriilt, hogy a korabban Schiz. octosporus-ként

nyilvantartott S 413 jeld torzs a Schiz. pombe fajhoz tartozik.

6.2. Szulfat asszimilacidban sérilt szelenat-rezisztens mutansok izolalasa és analizise

Szamos, a kén anyagcsere tekintetében vad tipusu és egy metionin auxotrof, de nem szelenat
rezisztens Schiz. pombe torzsb6l elsésorban UV indukcidval, de mutagén vegyiiletek
bevetésével is sikeresen indukaltam és izolaltam szelenat-rezisztens mutans torzseket. Az
izoldtumok rezisztencia mutacidja stabil volt és a Na-szelenat M.I.C. érték 50-200-szorosat
toleraltak. A szelenat a szulfat toxikus analogja, amelynek a sejtbe vald bejutasat a szulfat-

permeaz(ok) segitik, ahol a szulfat redukcios anyagcsereut enzimes folyamatai toxikus
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szelenitté redukaljak (Gharieb et al., 1995). A szelenat toxicitasat a redukcioja soran keletkezo

H,0; és O, megjelenésével magyarazzak (Pinson et al., 2000).

A rezisztencia kialakulasa minden altalam izolalt Schiz. pombe mutans esetében egyiitt jart a

szulfat-hasznositas képességének elvesztésével.

A kérdés a tovabbiakban az volt, hogy a mutansoknal észlelt fenotipusos valtozas hatterében a

szulfat asszimilacids anyagcserett milyen sériilése all:

= azonos gént érintett-e valamennyi mutdns esetében, vagy pedig kiilonbozd gének sériiltek;
ezért megvizsgaltuk, hogy taldlunk-e a mutansok kozott egymast komplementalokat,

= az anyagcsereut a szulfat transzport folyamatandl sériilt, vagy pedig a transzport
folyamatot kovetd redukcids 1épések valamelyikénél, esetleg a szulfidnak a szerves

vegyliletekbe valod beépiilésénél.

Aspergillus nidulans és Aspergillus niger torzsek esetében a szelenat-rezisztens mutansok, -
amelyek szulfat hasznositasa szintén gatolt volt -, egy tovabbi kromét-rezisztencia vizsgalat
alapjan két komplementacids csoportba tartoztak aszerint, hogy a szulfat-permeédz, vagy a
szulfat-reduktaz enzimkomplex mikddéséért felelds gének sériiltek-e. (Buxton et al., 1989).
Az altalam izolalt Schiz. pombe mutansok esetében nem kaptunk egyértelmii eredményt e
tekintetben: a tdpagarba adagolt kromat a M.I.C.-értékben is hosszll idon at gatolta az Gsszes
mutans torzs novekedését, majd egy idében elhuzodo (kb. 2 hét utan megfigyelhetd) gyenge
pazsitszerli novekedést tapasztaltam a tdplemezek feliiletén. Ezen eredményeim szerint a
szelenat rezisztens Schiz. pombe mutansok kozott nem volt kromat-rezisztens izolatum, ez
alapjan tehat nem tudtam komplementéacids csoportokba sorolni a torzseket.
A kapott eredmények a kovetkezd lehetdségekre engedtek kovetkeztetni:
1. az éltalam izolalt mutansok esetében a sériilés nem a szulfat-permeédzt kédold génben
tortént, vagy

2. a Schiz. pombe t6bb kromat-permeazzal (szulfat-permeazzal) rendelkezik.

A komplementacios analizist az auxotrofia mutacidkat is hordozd, egymassal keresztezhetd
(egymas auxotréfidjat komplementald) mutans torzsek ivaros hibridizacidjaval folytattam. A
vizsgélat eredményeképpen nem kaptam egymadst komplementalo torzseket, ami arra utalt,
hogy a vizsgalt mutansok a szulfat asszimilacids anyagcserett azonos génjében sériiltek.

A B579 Se®-2 szelenat-rezisztens mutans és a szelenat-rezisztencia (vagy szulfat hasznositas)

crer

végzett random sporaanalizis eredményeképpen kozel 1:1 ardnyban kaptam rezisztens és
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szenzitiv klonokat, ami a szelenat-rezisztenciat tekintve egygénes mutaciora utal (Banszky és

Maréz, 1997).

A mutansok tovabbi vizsgalata soran azok kénforras analizisét végeztem el. A szervetlen
kénforrasok tekintetében a szelenat-rezisztens mutansok tehat — ahogyan mar targyaltuk —
elveszitették azon képességiiket, hogy a szulfit kéntartalmat megfeleld szerves
kénvegytileteikbe beépitsék. Azonban a masik két szervetlen kénforrast, a tioszulfatot és a
szulfitot tovabbra is fel tudtdk hasznalni. A vad torzsek szamdra a szervetlen kén-forrasok —
mint szulfat, szulfit, tioszulfat — egységesen jol hasznosithatok voltak. Mivel mutansaink a
szulfitot mar a vad torzsekhez hasonl6 mértékben hasznositottdk, egyértelmiien
megallapitottuk, hogy a vizsgalt torzsek esetében a szulfat-asszimilaciés anyagcsereut
sériilése a szulfat transzporttdl a szulfitig tartd, tobb enzimes folyamatot magaba foglald
redukcids utban van (Banszky et al., 2003).

A szerves kénvegyiiletek koziil a glutation és a cisztein mind a vad, mind pedig a rezisztens
mutansok szamdra megfeleld kénforrasnak bizonyult.

Az egyediili kénforrasként rendelkezésre 4ll6 metioninon azonban a vad torzsek is igen lassan
szaporodtak, a mutansok pedig egyatalan nem novekedtek (9. tablazat és 13. abra).
Eredményeinkre magyarazatot adnak Brzywczy ¢és Paszewski (1994) azon vizsgalatai,
amelyekben a reverz transz-szulfurilacidos anyagcsereut hianyat mutatjak ki a Schiz. pombe
fajnal. Eszerint a Schiz. pombe-ban metioninbol kozvetleniil nem keletkezhet cisztein két
enzimmel katalizalt 1épésben a S. cerevisiae-hez hasonléan, mert az ehhez sziikséges két
enzim — a cisztation -szintaz és a cisztation y-lidz — inaktiv (Brzywczy és mtsi, 2002).

Mivel kisérleteimben a mutdnsok egyatalan nem tudtdk a metionint kénforrasként
felhasznalni, arra kovetkeztettiink, hogy a metionin kéntartalma a szulfat-asszimildcios
anyagcsereuton keresztiil épiil be a Schiz. pombe szerves kén-vegyiileteibe, amely a
rezisztensek esetében nem miikodik, ezért nem képesek a szulfathoz hasonléan metioninon
sem szaporodni. Valoszinii, hogy a metionin eldszor teljesen lebomlik, majd szulfid-csoportja
(kén atomja) pedig szulfatta oxidalodik, ahogyan azt S. cerevisiae esetében a glutationnal is
kimutattdk (Miyake et al., 1999). Az igy keletkez6é szulfat az egyetlen kénforras abban az
esetben, amikor a taptalaj kénvegyiiletként csak metionint tartalmaz. Ezt a szulfatot azonban a

szelenat-rezisztens mutans sejtek nem képesek felhasznalni.

Tovabbi kisérleteim soran *°S-szulfat felvételét vizsgaltam 2-2 vad (B 579 és 0-82) és
szelenat-rezisztens mutans (B 579 Se®-2 és 0-82 Se®-2) torzs esetében. Azt tapasztaltam, hogy

a mutans torzseknél adott 1d6 alatt a sejtbe juto jelzett szulfat mennyisége ugyan hatarozottan
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elmarad a vad torzsekéhez képest, azonban a transzport folyamat egyértelmiien miikodik,
mivel 60 perc elteltével — a megfeleld vad torzsekhez viszonyitva — 54, illetve 20%-os szulfat
felvételt mértem. Mérési eredményeim alapjan azt allapitottam meg, hogy nem a szulfat
transzport folyamatok akadalyozzédk a szulfat hasznosuldsat, mert ha a szulfat-redukcios
anyagcsere l1épéseit katalizdld enzimek aktivitasa a mutacid kdvetkeztében nem valtozott,
akkor a szelenat-rezisztens mutansok csokkent mértékli szulfat felvétele nem lehetne akadalya
a szulfaton vald novekedésnek, kiilonosképpen példaul egy olyan mutans esetében, mint a B

579 Se®-2, amely a vad torzs altal felvett szulfat mennyiség 54%-at képes volt felvenni.

Eredményeim szerint azonban a mutans térzsek egyike sem volt képes egyediili kén-
forrasként a szulfatot hasznositani, ezért arra kell kovetkeztetniink, hogy a csokkent szulfat
Schiz. pombe-ban is jelenlévé tobb szulfat-permeaz egyikének az inaktivacidja miatt
tapasztalhat6. Sokkal valdsziniibbnek tlinik, hogy a mutaci6é kovetkeztében a sejten beliil a
szulfat aktivalasaért felelos ATP-szulfurilaz, a keletkezo6 APS foszforilalasaért felelos APS-
inaktivalodott (20. abra) (Banszky et al., 2003). Az anyagcserett tovabbi enzimei megfelelden
miikddnek, ahogyan azt a szulfit hasznositas vizsgalatdnak eredményei mutattak. A szulfitig
tartd redukci6 elmaradédsa kovetkeztében a szulfat az intracelluldris térben felhalmozodik és
gatolja a tovabbi transzport folyamatot, mint ahogyan azt a S. cerevisae esetében is

tapasztaltak (Logan és tsai, 1996).

A B 579 SeR-2 szelenat rezisztens mutans torzs erds szelén akkumulacioja is azt bizonyitja
(16. é&bra), hogy a muticié kovetkeztében nem a transzport folyamatok, hanem az

intracellularis szulfat-redukcio sériilt (Raspor et al., 2003).
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6.3. Szelenat-rezisztens és vad tipusu Schiz. pombe torzsek kén-hidrogén termelésenek,
erjedési aromaspektrumanak és almasavbontasanak dsszehasonlitasa mikrovinifikacios

korulmények kozott

Munkam kovetkezd fazisaban az izolalt és analizalt mutansok bordszati szempontbdl fontos

fenotipusos tulajdonségait teszteltiik €s hasonlitottuk a megfeleld vad torzsekhez, hogy

meghatarozzuk, az eldidézett mutacié mennyiben befolyasolja a torzsek

(1) HyS-termelését, amelynek csokkentését hataroztuk meg torzsfejlesztési munkank céljaul,

(2) korabbi jo6 almasavbontd képességét, amelyet szeretnénk megtartani a torzsfejlesztés
soran,

(3) erjedési aromaspektrumat.

Az erjedési aromaspektrumot két vad tipusu Schiz. pombe (L. 972 és B 579), valamint a

B 579 Se®-2 mutans torzsnél vettik fel. A torzsfejlesztési munka soran korabban ilyen

jellemzoket nem vizsgaltunk, ezért hasonlitottunk 0ssze 2 vad torzset is, hogy latni lehessen,

mennyire szornak ezek az eredmények egy faj két kiilonbozd helyrdl szdrmazo reprezentansa

kozott.

Erzékszervi vizsgalatokkal teszteltiik a vad (0-82 illetve B 579), illetve szelenat-rezisztens

mutans (0-82 Se®-2 illetve B 579 Se®-2) torzseket tovabbi mikrovinifikacios kisérletekben,

ahol az almasavbontast kdvetden a bormintak savassagat, H,S-es szagat ¢és egyéb vegyiiletek

altal esetlegesen kialakul6 idegen illatat értékeltiik.

(1) Kén-hidrogén-termelés vizsgalata

Azonos tenyésztési feltételek mellett a vad torzsek kozott is nagy a szoras figyelhetd meg a
H,S-termelés tekintetében, amely ezen tulajdonsag nagy variabilitdsara utal a fajon beliil.

Az oOlom-acetatos szemikvantitativ modszerrel szamos torzs H,S-termelését teszteltem ¢&s
hasonlitottam Ossze mesterséges taplevesekben. A moddszer megfeleld volt a torzsek H,S-
termelésre valo hajlamanak sziirésére ¢és a torzsek 0sszehasonlitasara, de nem alkalmas pontos
mérésre. A szliréses vizsgalatban kaptam nagyon erds kén-hidrogén termeld torzset
(pl. R 4-1-1 torzs), kdzepes mennyiségben kén-hidrogént termeld torzseket (pl. L. 972 és
L. 975) és gyenge kén-hidrogén termeldket (pl. B 579). A vizsgalatba bevont vad tipusu
torzseknek megfeleld szelenat-rezisztens mutansok H,S termelése szervetlen kénforrasokon
nem volt detektalhato, de ciszetinnel kiegészitett tdplevesben ezeknél is megfigyeltem kis

mennyiségli kén-hidrogén termelést.
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Egy, a torzsek altal termelt H,S meghatarozasara alkalmas fotometrids modszert (4.3.18.)
adaptaltunk (Jiranek et al., 1995) ¢és optimalizaltunk a pontos kvantitativ mérésekhez.
Az L. 972 és a 0-82 vad tipusu torzsek 1,5-4-szer annyi kén-hidrogént termeltek YEPD
taplevesben, mint a B 579 torzs. Must erjesztése soran az L. 972 torzs 2-5-szor annyi kén-
hidrogént termelt, mint a B 579.

A 0-82 és B 579 jelii vad torzseknek megfeleld rezisztens mutansok (0-82 Se®-2 és
B 579 Se®-2) nem termeltek detektalhaté mennyiségii kén-hidrogént, a mutansok tehat ilyen

szempontbol eldnyosek lennének a boraszatban valo alkalmazasra.

(2) Almasavbontas vizsgalata vad és szelenat-rezisztens mutans térzseknél

Komplett (YEPD) taplevesben és kétféle borban mértem a 0-82 és B 579 jelii vad torzsek,
illetve azok szelenat-rezisztens mutans “pérjainak” (0-82 Se®-2 és B 579 Se®-2) az
almasavbontasat. Az Osszes vizsgalt torzs bontotta az almasavat, de a borokban kisebb
mértékben, mint komplett taplevesben. Borban a maradék almasav tartalom 30-70 % kozott
mozgott. A mutdnsok almasavbontasa nagyon hasonld mértékii volt a megfeleld vad
torzsekéhez. Megallapitottuk tehat, hogy a mutacid6 kovetkeztében inaktivalodott
anyagcserefolyamat (- a szulfat redukci6 elmaraddsa -) nem befolydsolja az almasavbonto
képességet, és egyben arra is utal, hogy a szulfat nem elengedhetetlen kénforras a Schiz.

pombe borban térténé szaporodasahoz, illetve metabolizmusahoz..

(3) Aromaspektrum felvétele vad ¢és mutans torzsekkel erjesztett must és taptalaj
fermentacidja utan

A B579 Se®-2 mutans és a B 579 illetve L. 972 vad torzsek altalanos aromaspektrumat
hasonlitottuk 0ssze, melynek soran azt tapasztaltam, hogy a legtdbb azonositott
aromavegyliilet mennyiségének tekintetében nincs szignifikans eltérés a rezisztens mutanssal,
illetve a vad torzsekkel erjesztett must és taptalaj mintak kozott.

A B 579 és B 579 Se®-2 torzsekkel erjesztett mustok esetében a t-proba szignifikans
kiilonbséget mutatott bizonyos etil-észterek (etil-oktanoat,  etil-9-decenoat, ¢és etil-
dodekanoat) mennyiségében. Ezek a vegyiiletek a borok masodlagos aromaanyagainak fontos
csoportjaba tartoznak (Lambrechts és Pretorius, 2000), tehat érdemes lenne még vizsgalni,
hogy érzékszervi hatdsban megnyilvanulnak-e ezek a mennyiségbeli eltérések.

Ebben a kisérlet sorozatban erre kdozvetlentil nem Kkeriilt sor, azonban tovabbi munkam soran
érzékszervi vizsgalatokat végeztiink borokkal vad tipusu, illetve a mutans Schiz. pombe

torzsekkel végzett fermentaciot kovetden.
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A 2-2 vad (0-82 illetve B 579) és szelenat-rezisztens (0-82 Se®-2 illetve B 579 Se®-2) torzs
borban torténd almasavbontasat kovetden a bormintak savassaga érzékszervileg detektalhatd
mértékben csokkent, de az eredendden savas borok erds savassaga teljesen nem tiint el. A
mutans torzsekkel kezelt borok esetében H,S-es szagot nem detektaltak a kostolok, azonban a
vad torzseknél is csak nagyon kismértékli kénhidrogénes jelleget figyeltek meg, sét a B 579-
es torzs esetében az 5 vizsgalo koziil csupan egy jelzett kismértékben érezhetd, kellemetlen
kénhidrogénes szagot.

A borok idegen aromdjat tekintve, nagyon enyhe eltérést tapasztaltak a kezeletlen borhoz
képest, amelyben azonban sem az almasavat nem bontottdk le, se semmilyen tovabbi

fermentacionak, vagy kezelésnek nem vetették ala.

Osszeségében megallapitottam tehat, hogy a vizsgalt mutdnsok boraszati szempontbol
szamunkra fontos tulajdonsdgai nem romlottak a muticido kovetkeztében: almasavbontd
aktivitasuk kozel hasonlé a megfeleld vad tipusu torzsekéhez, és nem termelnek a vad
torzsektdl nagymértékben eltérd, a borok aromdjat negativ irdnyba befolyasold idegen
aromakat.

Nagyon jelentds eredménynek tekintjiik, hogy a Schiz. pombe fajra jellemzé erés kén-

hidrogén termelést azonban az eldidézett mutacidval jelentds mértékben csokkenteni tudtuk.
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7. Uj tudomanyos eredmények

7.1. Uj tudomanyos eredmények

(1) A PCR alapti molekularis genotipizalassal megallapitottam, hogy a Schiz. pombe fajon
beliil kiilonb6zé6 RAPD-csoportok (klaszterek) hatarolodnak el egymastol, amelyek a
torzsek bizonyos fenotipusos tulajdonsdgaival (pl. almasavbontasi képesség)
korrelalnak. Az Schiz. octosporus torzsek fenotipusos tulajdonsagaikban
megnyilvanulo eltéréseiknek megfeleléen a RAPD-PCR analizis alapjan is nagyon
kismértékii hasonlosagot (30%) mutatnak a Schiz. pombe torzsekkel.

(2) Az rDNS RFLP-n alapuld6 molekularis identifikalassal a Schizosaccharomyces
nemzetség jelenleg elfogadott mindhdrom faja identifikdlhato, de az 4ltalam
alkalmazott vizsgalat fajon beliil a torzsek kozott nem mutatott ki kiilonbségeket. A
restrikcios hasitohelyek 6sszehasonlitasa alapjan a Schiz. pombe és a Schiz. octosporus
fajok genetikailag kozelebb allnak egymashoz, mint a Schiz. japonicus fajhoz.

(3) Sikeresen indukaltam és izolaltam 117 szelenat rezisztens mutdns térzset 13 szelenat-
szenzitiv - a szulfat hasznositas szempontjabol vad tipust - Schiz. pombe torzsbol. A
mutacid stabil volt és a mutansok a 0,1-0,2 mM natrium-szelenat M.1.C. érték 50-200-
szorosat toleraltak.

(4) Megallapitottam, hogy az izolalt mutansok egy genetikai komplementacios csoportba
tartoznak, a szulfat transzportjara képesek és a mutacié a szulfat asszimilacios
anyagcsereutban az ATP-szulfurildz, az APS-kinaz, vagy a PAPS-reduktdz enzimeket
kodolod gének valamelyikében tortént.

(5) A szelenat rezisztens mutans torzsek kiilonb6zo szerves €s szervetlen kénforrasok
koziil a szulfatot és metionint nem képesek hasznositani. Schiz. pombe-ban
kimutattam, hogy a metionin kénatomjanak beépiilése mas szerves vegyiiletekbe a
szulfat redukcidhoz kotott.

(6) A B579 Se®-2 és a 0-82 Se®-2 mutans torzsek kén-hidrogén termelése analitikai
vizsgalatokban nem volt detektalhat6, ugyanakkor jo almasavbontd képességiik és
erjedési aromaspektrumuk nem valtozott a vad torzsekéhez képest. Az emlitett
mutansokkal végzett malo-etanolos fermentacidé utan a kezelt borok organoleptikus
vizsgélataval megallapitottuk, hogy a mutansok a bor savassagat csokkentették, mig

kellemetlen mennyiségii idegen aromat és kén-hidrogént nem termeltek.
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7.2. Az eredmények hasznositasi és tovabbfejlesztési lehetoségei

= A Schizosaccharomyces pombe kén anyagcseréjének kutatasa szempontjabol az izolalt
szelenat rezisztens mutdnsok tovabbi vizsgélatit, a mutacid6 pontos helyének
meghatarozasat javasolnam. A mutansok Schiz. pombe génbankkal valo
transzformaléasa €s a sériilt gén klonozasa illetve jellemzése kozelebb vinne a szulfat
redukcios ut jellemzdinek megismeréséhez.

e A Schiz. pombe fajnal a transzszulfurilaciés anyagcsereut két enzimének hianyaban
nincs lehetdség a metionin kozvetlen ciszteinné alakuldsara. A megfeleld anyagcsere
tovabbi kutatasa egy pontosabb képet adna a metionin metabolikus utjarol Schiz.
pombe-ban.

e A tesztelt szelenat rezisztens mutinsok nem termeltek detektdlhatdé mennyiségii
kénhidrogént és jol bontottdk az almasavat, ezért azok a boraszatban biologiai
almasavbontasra alkalmazhatok lennének.

e A Dboraszati alkalmazdshoz megfeleld6 {izemi technoldgia kidolgozasa valik
sziikségessé. A megoldandd problémat elsdsorban a hatékony almasavbontashoz
elegendd sejttomeg elszaporitasa, illetve a sejtek fermenticidt kovetd gyors és
koltségkiméld eltavolitasa jelenti a kozegbdl. E probléma megoldasara a korabban
izolalt flokkulens Schiz. pombe torzsek és a jo almasavbonto aktivitassal rendelkezd,
karos kéntartalmu aromavegyiileteket nem termeld szelendt rezisztens mutansok
elényds tulajdonsdgainak kombinalasat javaslom megvizsgalni példdul az emlitett

torzsek keresztezésével.
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8. Osszefoglalas

Régota ismeretes, hogy a Schizosaccharomyces nemzetség bizonyos fajai nagy
hatékonysaggal bontjdk az almasavat a malo-etanolos fermentaciés uton. A
Schizosaccharomyces pombe malo-etanolos fermentacidja (MEF) a szamos nehézséget
magaban hordoz6 tejsavbaktériumos malo-laktikus fermentacio (MLF) alternativaja lehetne a
bioldgiai almasavbontasban. Szdmos tanulmany foglalkozott a Schiz. pombe boraszati
technoldgiai alkalmazasdnak lehetdségével, de alkalmazdsa még erdsen vitatott. A
fermentacios folyamat legnagyobb hatranya a vizsgalt torzsek altal termelt kellemetlen
aromak, koztiik H,S és egyéb kéntartalmu illékony vegyiiletek (pl. merkaptanok, diszulfidok)
megjelenése.

Ez a dolgozat egy olyan torzsjavitasi program része, amelynek végso célktiizése volt,
hogy a boraszat szdmara optimdlis tulajdonsdgokkal bird élesztotorzset fejlessziink, amely
kivalé almasavbont6d aktivitassal, csokkent szulfid (kénhidrogén) termeld képességgel,
valamint jo flokkuldcios tulajdonsagokkal rendelkezik. Kutatocsoportunkban Geleta Anna
(1996) Schiz. pombe €s Schiz. octosporus izolatumok kozott nagy fenotipusos eltéréseket
talalt, ezeket a torzseket az etanol tolerancia, almasavbontas és kénhidrogén termelés alapjan
csoportositotta, majd jo almasavbontd aktivitdssal rendelkezd flokkulens torzset fejlesztett,
amely borban a 12%-o0s etanol koncentraciot toleralta, azonban a torzs kénhidrogén termelését

nem szabalyoztak.

A fermenticid soran a tOrzsek altal termelt kénhidrogén- ¢és a kéntartalmu
kénhidrogén-szarmazékok mennyiségét tobb tényezd is befolyasolja (pl. nitrogén ellatottsag
¢s egyebek), de elsésorban az alkalmazott ¢€lesztétorzs kén metabolizmusanak genetikai
jellemzdi, a torzs genetikai hajlama.

Annak ellenére, hogy a Schiz. pombe fizioldgiajarol és genetikajarol sokat tudunk, kén
metabolizmusa még nem tisztdzott. A szulfat metabolizmust Saccharomyces cerevisiae-nél,
valamint néhany fonalas gomba fajnal, mint a Neurospora crassa és Aspergillus nidulans,
mar behatéan tanulmanyoztak.

A szulfat, amely sok szervezet szamadra a legfontosabb kénforras, specifikus transzport
rendszer segitségével jut a sejtbe. A sejten belilli akkumulaciot kovetden a szulfat
asszimilacios anyagcsereuton enzimatikus reakcidokkal szulfidda redukalodik majd beépiil a
szerves vegyiiletekbe. Az élesztdgombaban a szulfat asszimildcids anyagcsereit a szulfat

anion két 1épésben torténd aktivalasaval kezdddik: elészor az ATP adenozil-foszforil gydke a
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szultathoz kapcsolodik és adenilil szulfat keletkezik (APS = 5’-adenozin-foszfo-szulfat),
amely azutan foszforilalodik ¢és foszfoadenilil szulfat (PAPS = 3’-foszfo-adenozin-5’-
foszfoszulfat) keletkezik. A két 1épést sorra az ATP szulfurilaz és az APS kinaz enzimek
katalizaljak. A cisztein és metionin bioszintézis€hez az aktivalt szulfat elészér a PAPS
reduktaz enzim hatdsara szulfittd redukélodik, amely azutan a szulfit reduktaz segitségével
tovabb redukalodik szulfiddd. A folyamat végén a redukalt kénatom képes beépiilni a
megfeleld szénlancokba.

A S. cerevisiae és az Asp. nidulans gombakkal ellentétben a Schiz. pombe €lesztében
két enzim — a cisztationin f-szintdz és a cisztationin y-lidz — aktivitdsa hidnyzik a metionintdl
a cisztein felé vezetd reverz transzszulfurilacids anyagcsereutban (Brzywczy and Paszewski,
2002). Ennek kovetkeztében a Schiz. pombe a metionint kdzvetleniill nem metabolizalja
ciszteinné, igy a metionin nem egy hatékony kénforras e gombafaj szamara.

A szelenat a szulfat toxikus analogja, sejbe valo transzportja és metabolizmusa a
szulfat anyagcseréhez kotodik. Arst (1968) azt talalta, hogy bizonyos szulfatot nem hasznositd
Asp. nidulans mutansok parhuzamosan erds szelenat rezisztenciaval jellemezhetok. Ezek a
mutansok két genetikai komplementacios csoportba tertoztak: sB és sC. Az sB gén a szulfat
permeaz, az sC pedig az ATP szulfurilaz enzimet kodolja. Az sB” mutansok kromat rezisztens
fenotipusuak, mig az sC mutansok a kromattal szemben ugyanolyan érzékenységek voltak,
mint a vad tipusu sejtek. A PAPS reduktdz enzimben sériilt mutansok kisebb mértékii szelenat
tolerancidt mutattak, az APS kinaz sériilése pedig szelenat hiperszenzitivitassal jart egyiitt.
Breton and Surdin-Kerjan (1977) szelenat- €s kromat rezisztens S. cerevisiae mutansokat
izolaltak és tanulmanyoztak. A szulfat redukcios anyagcsereutban szerepld elsd harom enzim
barmelyikének muticidja szelenat rezisztenciat okozott, de az ATP szulfurilazban sériilt
mutansok 20-50-szer magasabb szelenat koncentraciot toleraltak, mint az APS kindz vagy

PAPS reduktaz aktivitasdban gatolt mutansok.

Dolgozatom fébb célkitlizései a kdvetkezdk voltak:

e Schizosaccharomyces nemzetséghez tartozo élesztd izolatumok molekularis jellemzése
RAPD-PCR (Random Amplified Polimorphic DNA) és rDNS RFLP (’ribotipizalas” /
Restriction Fragment Length Polymorphism of Amplified rDNA sequences) analizis
segitségével, valamint annak vizsgalata, hogy a torzsek Geleta (1996) altal korabban
tanulmanyozott ¢élettani jellemz6i (almasav-bontds, szaporodasi rata, H,S-termelés)

mennyiben korreldlnak a molekularis ujjlenyomatok™ eredményeivel
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= a szulfat metabolizmus vizsgalata Schiz. pombe-ban a szulfat asszimilacids anyagcserettban
sériilt szelenat rezisztens mutansok indukcioja, izolalasa és analizise 4ltal
* H,S-t nem termeld, megfeleld almasavbontd aktivitassal rendelkezé Schiz. pombe torzs

szelektalasa boraszati alkalmazas céljara

Az aldbbiakban targyaltakat tekintem 0j tudoméanyos eredményeknek.

A kiilonboz6é fenotipusos tulajdonsagokkal bird Schiz. pombe és Schiz. octosporus
torzsek klaszter analizisét végztem el a RAPD-PCR analizis alapjan szerkesztett dendogramm
segitségével és bizonyos korrelacidt taldltam a torzsek almasavbontd képessége illetve a
RAPD ujjlenyomatok” kozott. Az rDNS RFLP analizise alkalmas volt a
Schizosaccharomyces genuszon beliili fajok elkiilonitésére, de fajon beliili kiilonbségeket nem
mutatott ki.

Els6ként izolaltam szamos stabil szelenat rezisztens Schiz. pombe mutans torzset a vad
sejtek mutagén kezelésével (UV besugarzas, EMS- és MNNG-kezelés), az izolalt mutdnsok
kivétel nélkiil nem képesek a szulfatot hasznositani és ugyanabba a genetikai
komplementacios csoportba tartoznak. A mutaci®6 nem volt hatdssal a torzsek kromat
érzékenységére.

A szelenat rezisztens mutansok szulfat felvétele gyenge volt. Bebizonyitottam, hogy a
mutansok gatolt szulfat akkumuléacidja egy csokkent mértékli intracellularis akkumulacid
kovetkezménye, ami egyben permedz altal iranyitott transzport 1étezésére utal a Schiz. pombe
esetében. Amennyiben a szulfat szulfitta valo redukcigjat katalizal6 enzimek aktivitdsa nem
valtozik, a csokkent mértékii szulfat felvétel nem lehetne gétja a ndvekedésnek szulfat
tartalmt taptalajon, ezért arra kovetkeztettem, hogy a mutacid sordn a szulfat aktivalasaért
(ATP szulfurildz), foszforilalasaért (APS kinaz), vagy redukalasaért (PAPS reduktaz) felelds
enzimek valamelyike inaktivalodott. A mutansok vad tipusu sejtekhez hasonlé mértéki
szultat felvételét a blokkolt redukcids anyagesereut kovetkeztében intracelluldrisan
felhalmozodott szulfat gatolja, ezzel magyarazhaté a mutansok gyengébb szulfat felvétele.

A mutansok egyediili kénforrasként szulfit, tioszulfat, cisztein vagy glutation tartalmu
taptalajon szaporodnak, de nem képesek novekedni szulfat vagy metionin jelenlétében, mig a
vad tipusu sejtek az 6sszes emlitett szerves €s szervetlen kénforrdst hasznositjak.

Annak ellenére, hogy a Schiz. pombe-ban hidnyzik a reverz transzszulfurilacios anyagcsereut,
a metioninon képesek voltak novekedni a vad tipusu sejtek. A szelenat rezisztens mutansok

elvesztették metionin hasznositasi képességiiket, ezzel azt jelezve, hogy a metionin
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kénatomjanak szerves vegyiiletekbe valo beépiilése elsdsorban a szulfat asszimildcids
anyagcsereuton keresztiil torténik. Nagyon valoszinii, hogy a metionin S* csoportja a Schiz.
pombe-ban egy degradacios uton szulfattd oxidalodik. Ez a szulfat “készlet” az egyediili
kénforras abban az esetben, amikor kénforrasként csak metionin all a sejtek rendelkezésére. A
szelenat rezisztens torzsek metionin hasznositdsanak gétja a szulfat redukcids anyagcsereut
blokkolasa.

A mutansok boraszati szempontbdl fontos tulajdonsagait tekintve kimutattam, hogy a
vizsgalt szelenat rezisztens torzsek (B 579 Se®-2 és 0-82 Se®-2) H,S termelése nem
detektalhat6, mig a szelendt szenzitiv vad tipusu sejtek nagy mennyiségii szulfidot termeltek
komplett taplevesben, mustban és borban. A mutansok almasavbontd képessége nem valtozott
¢s a fermentacios aroma spektrumuk is hasonl6 volt a vad torzsekéhez. Ez azt jelenti, hogy a
mutacid pozitiv hatassal volt a Schiz. pombe torzsek kellemetlen kéntartalmi aroma
termelésére, mig az almasavbontési ratat és a fermentacidos aromaprofilt nem befolyésolta

hatranyosan.

A eredmények alapjan megallapitottam, hogy a tesztelt szelenat rezisztens mutans
torzsek alkalmazhatoak lennének biologiai almasavbontéasra, mivel az almasavat jol bontottak
mustban és borban, valamint nem termeltek sem miiszeres méréssel, sem pedig érzékszervi
mindsitéssel detektalhaté mennyiségli kénhidrogént.

Az eredmények fejlesztése tekintetében a mutdnsoknal érdemes lenne a sériilt gént
azonositani, a mutacié pontos helyét meghatarozni.

A malo-etanolos savcsdkkentés technoldgiai miiveletének szempontjabodl elsésorban a
sziikséges sejttomeg megfeleld felszaporitdsanak kivitelezése, valamint az almasavbontast
kovetéen a sejtek fermentacios kozegbOl vald gyors és koltséghatékony eltavolitasa
vizsgéaland6. Utobbi szempontbol érdemes lenne tesztelni a mutans sejtek immobilizalasanak
lehetdségét, vagy koltségesokkentés céljabol a Schiz. pombe flokkulacids tulajdonsagat
kihasznalni. Ajanlatos lenne boréaszati célra egy megfeleld ipari torzs fejlesztése szelenat-
rezisztens (kénhidrogént nem termeld), j6 almasavbontd torzs illetve flokkulens torzs

keresztezésével.
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9. Summary

It has long been known that certain strains of the fission yeast Schizosaccharomyces pombe
are able to metabolize high amount of L-malic acid via the malo-ethanolic fermentation
pathway. Malo-ethanolic fermentation (MEF) by Schiz. pombe could serve as an alternative
method for biological deacidification of must or wine instead of the malo-lactic fermentation
(MLF) carried out with lactic acid bacteria, which process has several difficulties. Numerous
studies were performed on Schiz. pombe from technological aspects, but its applicability to
vinification has been found controversial. The main disadvantage of the fermentation process
is that many of the tested strains were found to produce off-flavours, including H,S and other
sulphur containing flavours (mercaptans and disulphides).

This study is a part of a breeding program aiming to improve a suitable strain for
enological porposes, to achieve a yeast strain with high malic acid fermentation rate, reduced
or eliminated sulfid (H,S) formation capability and excellent flocculation properties. In our
research team Geleta (1996) has found different groups of Schiz. pombe and Schiz. octosporus
strains with highly variable phenotypic characters on the basis of following physiological
features as ethanol tolerance, malic acid degradation rate and H,S production of the isolates,
furthermore developed a flocculent strain which tolerated 12% of ethanol content in wine and
metabolized considerable amount of malic acid but H,S formation property of this strain has
not been controled.

The amount of off-flavours as H,S and its sulphur-containing derivates produced by
the strains during fermentation is influenced by several factors (such as nitrogen supply and
others) but mostly by the genetic characteristic — genetic determination of sulphur metabolism

— of'the yeast strain applied.

Although much is known about physiology and genetics of Schiz. pombe, its sulphur
metabolism is unclear. Sulphate metabolism has been well studied in yeast Saccharomyces
cerevisiae and in certain filamentous fungi, such as Neurospora crassa and Aspergillus
nidulans.

Sulphate, the major sulphur source in many organism, transported into cells by
specific membrane transport systems. After accumulation sulphate is enzymatically reduced
to sulphide by the sulphate assimilation pathway and than incorporated into organic
compounds. In yeast the sulphate assimilation pathway begins with the activation of sulphate

anions in two seqential reactions: the first transfers the adenosyl-phosphoryl moiety of ATP to
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sulphate, yielding adenylyl sulphate (APS = 5’-adenosin-phospho-sulphate), which is in turn
phosphorylated to yield phosphoadenylyl sulphate (PAPS = 3’-phospho-adenosin-5’-
phospho-sulphate). The enzymes catalysing these two reactions are ATP sulphurylase and
APS kinase, respectively. For cysteine and methionine biosynthesis, activated sulphate is
sequentially reduced by PAPS reductase to sulphite which is in turn further reduced to
sulphide by sulphite reductase. At the end of this process, the reduced sulphur atom can be
incorporated into carbon chains.

Schiz. pombe, in contrast to S. cerevisiae and Asp. nidulans, lacks cystathionine
[-synthase and cystathionine y-lyase, two enzymes of the reverse transsulphuration pathway
from methionine to cysteine (Brzywczy and Paszewski, 2002). This suggest that Schiz. pombe
is not able to metabolize methionine efficiently to cysteine and as a consequence, methionine
can not serve as an efficient sulphur source for this fungus.

Selenate is a toxic analogue of sulphate, its transport into the cell and its metabolism
connected to the sulphate pathway. Arst (1968) found that certain sulphate-non-utilizing
mutants of Asp. nidulans showed strong resistance to selenate simultaneously. These mutants
belonged to two genetic complementation groups: sB and sC. sB gene was coding for sulphate
permease and sC gene for ATP sulphurylase enzymes. sB” mutants have also gained chromate
resistant phenotype, while sC" mutants retained the same degree of sensitivity as the wild
type. PAPS reductase deficient mutants had only a weak selenate tolerance, while deficiency
in APS kinase caused hypersensitivity to selenate. Selenate- and chromate resistant mutants of
S. cerevisiae were also isolated and studied by Breton and Surdin-Kerjan (1977). Mutation in
any of the first three genes of the sulphate reduction pathway resulted in resistance to
selenate, but ATP sulphurylase deficient mutants tolerated 20-50 times more selenate than the

mutants lacking APS kinase or PAPS reductase activity.

The main goals of this study were to
e characterise the yeast strain isolates belonging to the Schizosaccharomyces genus by
molecular typing methods such as Random Amplified Polimorphic DNA (RAPD-PCR)
analysis and Restriction Fragment Length Polymorphism of Amplified rDNA sequences
(RFLP of rDNA / ribotyping”) to answer the question which correlation could be found
between these genotipic fingerprints and the phenotypic characters investigated by Geleta

(1996) before (growth rate, malic acid degradation rate and H,S production)
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= investigate sulphur metabolism in Schiz. pombe by inducing, isolating and analysing
selenate resistant mutants defective in any steps of the sulphate assimilation pathway,
= selecting non-H,S-forming Schiz. pombe strain with adequate malic acid fermentation rate

for enological purposes

The following could be considered as new scientific results.

Schiz. pombe and Schiz. octosporus strains with different phenotypic characters have
been clustering by dendogram based on RAPD-PCR fingerprints and correlation has been
found between RAPD clusters and the character of malic acid degradation ability of the
strains. The RFLP analysis of tDNA were applicable for species identification within the
genus Schizosaccharomyces but showed no differences within the species.

Numerous stabil, selenate resistant Schiz. pombe mutants have been isolated for the
first time after mutagenic treatments as UV irradiation, EMS- and MNNG treatments of the
cells. All the mutants isolated in our laboratory have sulphate-non-utilizing character and they
belong to the same genetic complementation group. Selenate resistance of the mutants did not
influence their sensitivity to chromate.

Selenate resistant mutants were low in sulphate uptake activity and the decreased sulphate
accumulation of the mutants was proved to be the consequence of a decreased intracellular
accumulation in mutants which indicates the existence of a permease-mediated transport in
Schiz. pombe. As the limited decrease of sulphate uptake by the selenate resistant mutants had
to allow considerable growth on sulphate containing medium, provided that the activities of
enzymes catalyzing the reduction of sulphate to sulphide did not change we concluded that
the mutation inactivated one of the genes encoding for the sulphate activation (ATP
sulphurylase), phosphorylation (APS kinase) or reduction (PAPS reductase). The low sulphate
uptake of the mutants could be attributed to the intracellularly accumulated sulphate - as a
consequence of lacking sulphate reduction pathway - which limited the further transport of
sulphate.

Mutants grew on medium containing sulphite, thiosulphate, cysteine or glutathione but did not
grow on medium containing sulphate or methionine as sole sulphur source while wild type
strains were able to propagate on all mentioned organic and inorganic sulphur sources.

We showed that methionine is able to support growth of wild type Schiz. pombe strains,
although reverse transsulphurilation pathway does not exist in this organism. All the selenate

resistant mutants lost the ability to utilize methionine indicating that the main route for



110

incorporation of the sulphur atom from methionine is the sulphate assimilation pathway. It is
highly probable that S* group of methionine is oxidized to sulphate via a degradation route in
Schiz. pombe. This sulphate pool is the only sulphur source when methionine is the sulphur
supply alone for the cells. Inability of the selenate resistant mutants to utilize methionine is
the consequence of the lacking sulphate reduction pathway to sulphite.

Regarding the enologically important properties of selenate resistant mutant strains we
showed that H,S formation of the tested selenate resistant strains (B 579 Se®-2 and
0-82 Se®-2) were not detectable while selenate sensitive wild type cells produced excess
sulphide (H,S) in artificial culture media, must and wine. Malic acid degradation ability
remained the same in the mutant strains and fermentation aroma spectrum of mutants were
similar to wild type strains as well. It means that the mutation in sulphate assimilation
pathway had a positive effect on the sulphur containing off-flavour produktion of Schiz.
pombe strains while malic acid consumption rate and fermentation aroma profile were not

affected disadvantageously by the mutation.

On the basis of these results I conluded that the tested selenate resistant mutant strains
would be applicable in biological malic acid degradation. H,S production of the mutant
strains investigated both by analitical and organoleptical procedures was not detectable and
mutant strains proved to metabolize malic acid efficiently in must and wine as well.

For further developement of the results would be worth identificating the inactivated
gene, determining the exact locus of the mutation.

Regarding malo-ethanolic deacidification process from technological aspect is the
following to study above all: the growing up of required cell mass, as well as quick and
costeffective remove of cells from the fermentation media after deacidification has been
completed. In this respect it is recommended to test the applicability of immobilized cells, or
for lowering costs using up flocculation property of Schiz. pombe. It is highly recommended
to improve a suitable strain for commercial wine production by crossing selenate resistant

(non-H,S-forming), good malic acid degrading mutants with flocculent Schiz. pombe strains.
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Mellékletek

Schizosaccharomyces pombe és Schizosaccharomyces octosporus torzsek
almasav bontasa (A), szaporodasa (B) és H,S termelése (C)
(0% etanol, 1 % gliikoz, pH=3.3, 25 °C)
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1. sz. melléklet Schizosaccharomyces pombe és Schizosaccharomyces octosporus térzsek

3.3,25°C)

almasav bontasa (A), szaporodasa (B) és H,S termelése (C) (0% etanol, 1 % gliikoz, pH
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2. sz. melléklet

File : C:\HPCHEM\1\DATA\BO20.D

Operator : toth

Acquired : 29 Jun 100 2:47 pm using AcgMethod BOR
Instrument : GC/MS

Sample Name: L3972h YEPD

Misc Info : SPME 40 fok, 10p,2p, bor.m

Vial Number: 1

Abundance TIC: BOZ20.D
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]

]

210000

200000

:
:
j
1
190000%
180000ﬁ
1700001
160000 |
1500005
140000 1 | Lo 80
130000 |

120000 ]

12 J03

17.

13.85 15.39 i

73

1 .hH 5.53
20000 ;Jﬁ i lﬂww 7.2
10000 1 / ““”M

Time--» 200 4.00  6.00  8.00 10100 12.00 14.00 16.00

_ Teijeé)ionairam kromatogramm az L.972 torzs fermenticidjit kdvetéen YEPD tiplevesben
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3. sz. melléklet

File : C:\HPCHEM\1\DATA\BO14.D

Operator : toth

Acquired : 28 Jun 100 2:53 pm using AcgMethod BOR
Instrument : GC/MS

Sample Name: B579 YEPD parhuzamos 2

Misc Info : SPME 40 fok, 10p, 2p, bor.m

Vial Number: 1

Abundance TIC: BOI4.D
220000115TB 10(8492)11
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Teljes iondram kromatogramm a B 579 térzs fermenticidjit kivetGen YEPD tiplevesben
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4. sz, melléklet

File . C:\HPCHEM\1\DATA\BOS.D

Operator : toth

Acquired : 27 Jun 100 3:30 pm using AcgMethod BOR
Instrument : GC/MS

Sample Name: B579 SeR-2 YEPD téptalaj 3. minta

Misc Info : SPME, 40 fok 10p, 2p, bor.m

vial Number: 1

Bbundance TIC: BO8.D
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Teljes iondram kromatogramm a B 579 Se*-2 tirzs fermentédcidjit kovetéen YEPD taplevesben
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5. sz. melléklet

File : C:\HPCHEM\l\DATA\BOlG.D

Operator : toth

Acquired : 29 Jun 100 10:30 am using AcgMethod BOR
Instrument : GC/MS

Sample Name: L972h/2

Misc Info : SPMEm40 fok, 10p,2p, bor.m

Vial Number: 1

Abundance TIC: BOI&.D
IS0 8.7 10)8d42]11

260000
1 10 77

240000 |

220000 ]
200000

180000 _

160000 |

140000 |
] 12.80

120000

q

100000 ] 6.00

1

4

i)
N
~]

80000 |

60000 _

40000 |

17.24

13.48 15.38 r

|
T T T T T T T T T 7

} 0 - hl T T T T T T T T T T T T T T T T H T T T T T T
rime--> 2.00  4.00  6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

20000

Telies iondram kromatogramm az 1.972 tirzs fermentacididt kbvetden mustbhan
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6. sz. melléklet

File : C:\HPCHEM\1\DATA\BO4.D

Operator : toth

Acquired : 27 Jun 100 10:49 am using AcgMethod BOR
Ingtrument : GC/MS

Sample Name: BS79, pérhuzamos
Misc Info : SPME, 40 fok 10p, 2p, bor.m
Vial Number: 1

Abundance TIC: BO4.D
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Teljes ionaram kiomatogramm a B 579 torzs fermenticiéjit kvetéen mustban
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7. sz, melléklet

File I C:\HPCHEM\ 1\DATA\BO10.D

Operator : toth

Acquired : 28 Jun 100 10:21 am using AcgMethod BOR
Instrument : GC/MS

Sample Name: B579 SeR-2 parhuzamos

Misc Info : SPME 40 fok, 10p,2p, bor.m

Vial Number: 1

ARbundance TIC: BOIU0.D
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Teljes iondram kromatogramm a B 579 Sef-2 torzs fermenticibiat kovetden mustban
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