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1. BEVEZETES

A hagyomanyos borkészitési technologia még napjainkban is a spontan erjedést részesiti elényben,
bar mar évtizedekkel ezel6tt megkezdddott a starter kultarak alkalmazdsa, valamint tovabbi,
technologiai szempontbdl sajatos tulajdonsagokkal és hatassal rendelkezd torzsek szelektalasa is.
Egyik ilyen specialis élesztégomba csoportot a hartyaképzd vagy filmképzd élesztoként ismert

borélesztok képviselik.

A hartyaképzd borélesztd torzsek sejtjei a mustok alkoholos erjedése utdn a nagy etanol tartalmt
szaraz fehérborok felszinén Osszekapcsolodva Uszo biofilmet, utgynevezett ,flor’-t (hartyat)
alakitanak ki, amely a borok biologiai éréséért felelds (Freiberg €s Cruess, 1955). A hartyaban 1évo
sejtek a borban talalhat6 etanolt, glicerint és szerves savakat oxidativ metabolizmus (aerob 1¢gzés)
révén hasznositjak. Anyagcseréjiik soran jellegzetes aromakomponensek termelddnek (Pham et al.,
1996), amelyek nagymértékben meghatarozzak a borok karakterisztikus érzékszervi tulajdonsagait.
Ilyen élesztOhartya alatt érlelodik példaul a spanyol Sherry, vagy a francia Vin Jaune, de hasonlo
hartya fejlédik a bor felszinén a magyarorszagi Tokaji Szamorodni évek alatt torténd érlelése soran

1S.

A flor ¢élesztok sejtjei a hartya kialakuldsa és fejlodése sordan kiilonbozé atalakulasok mennek
keresztiil, igy a sejt metabolizmusaban is, amely valtozast okoz a sejtek zsirsav Osszetételében
(Valero et al., 2002). A hartyaképzést szdmos kornyezeti tényezd is befolyasolja, azonban ezek
pontos azonositdsa még hidnyzik. Egyik ilyen fontos tényezd a sejtfelszin hidrofob jellege (Iimura
et al., 1980a), amely a hartyaképzés soran novekszik. A hidrofob felszin segitségével
Osszekapcsolodott sejtaggregatumok képesek visszatartani az erjedés soran képzodott COs-ot,
amely eldsegiti a sejtek felszinre vald felemelkedését (Martinez et al., 1997b; Zara et al., 2005).
Alexandre ¢és mtsi. (1998) a hartyava osszeallt sejtek alakjanak és méretének valtozasrol szadmoltak

be.

Az ¢lesztdsejtek felszinre torténd felemelkedésének pontos mechanizmusa, valamint a sejtek
egymashoz kapcsolodasanak modja még nem teljesen ismert, foleg a molekuldris szinti jellemzés
hianyzik. A Saccharomyces cerevisiae sejtfalfehérjéi feltehetdleg fontos szerepet toltenek be a
sejtek Osszekapcsolodasaban, a flokkuldciohoz hasonloan, amelynél kimutattdk, hogy a sejtfal

Flo11 fehérje komponense vesz részt a sejtek aggregalodasaban (Bayly et al., 2005). Tobb kutatd



kimutatta a borélesztok, koztiik a hartyaképzok kromoszéma hosszméretének és a mitokondrialis
DNS szekvenciajanak polimorf jellegét (Vezinhet et al., 1990; Ibeas és Jimenez, 1997¢). Fernandez-
deléciot mutattak ki, Marinangeli és mtsi. (2004b) pedig egy sejtfalfehérjét kodold gén, a SEDI gén

nagymértékli polimorfizmusat irtak le borélesztok esetén.

A sherry és sherry-tipusi borok flor élesztdit kiillondsen a spanyol élesztokutatok sokoldaluan
tanulmanyoztak ¢és szamos nemzetkozi publikdcidban mutattdk be eredményeiket. A teljesség
igénye nélkiil néhany ilyen publikacié: Budroni et al. 2000; Budroni et al., 2005; Espinazo-Romeu
et al, 2008; Esteve-Zarzoso et al., 2001; Esteve-Zarzoso et al., 2004; Ibeas et al., 1997a; Martinez et
al., 1997a; Martinez et al., 1997b; Mesa et al., 2000. A hazai Tokaji Borvidéken részletesen
tanulmanyozott Tokaji Aszi mellett a Tokaji Szamorodni érlelésében részt vevd hartyaképzo
¢lesztok tulajdonsagainak kevesebb figyelmet szenteltek. A tokaji  borkiilonlegességek
mikrobiologiai érlelésével az 1950-es években kezdtek foglalkozni, amely soran fajélesztovel
probaltak az érési id6t roviditeni, illetve a borok mindségét javitani. A Kertészeti Egyetem
Borészati Tanszékén az 1970es években indult meg a hartya alatti borérlelés tanulmanyozasa Kéadar
Gyula vezetésével (Kadar et al., 1975), amelynek eredményeként 1975-ben a Gyongyds-Domoszloi
Allami Gazdasag HELIOS néven megkezdte egy sherry-jellegii borkiilonlegesség gyartasat és
forgalmazasat. A késObbiekben kisérletek folytak 10j borkiilonlegességek készitésére a borok
alkoholtartalmanak novelésével, illetve emelt homérsékleten torténd rovid eloérlelés alkalmazasaval
(Magyar et al., 1983). A biologiai borérlelés kémiai folyamataival és szabalyozasi lehetdségeivel

Panyik és mtsi. (1987) foglalkoztak.

Munkdm sordan célul thztem ki, hogy az érlelés sordn jelenlévd élesztoket mélyrehatobban

jellemezzem, és ezaltal hozzéjaruljak a biologiai érlelés mechanizmuséanak jobb megértéséhez.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Hartyaképzo élesztok segitségével készitett borok

A spanyol sherry és a francia Vin Jaune hires borkiilonlegességek. Jellegzetességiiket a kezdeti
alkoholos fermentacio utani, évekig tartd érlelésnek koszonhetik. A horddkban vald érlelés alatt az
ugynevezett ,,flor” éleszték fokozatosan kialakitanak egy erds, néha rancos, viaszszeri hartyat a bor
felszinén. Az ebben végbemend masodlagos anyagcserefolyamat, amely az elsé féerjedéstdl
eltéréen oxidativ 1égzés, hatdrozza meg a tipikus flor karaktert. A jO mindségli flor sherry-k
esetében az érlelés minimum 4-6 évig tart (Liithi et al.,, 1965). A hagyomanyos spanyol sherry
borokon kiviil szdmos mads, hasonlé klimaji orszagban [pl. Kalifornia (USA), Szardinia, Dél-
Afrika, Ausztralia] is készitenek sherry tipusti borokat. A magyar Tokaji Szamorodni is olyan
szempontbol hasonld ezekhez a borkiilonlegességekhez, hogy az alkoholos fermentaciot kovetd
hosszu érleléssel késziil, melynek sordn a bor felszinén élesztdhartya alakulhat ki (Magyar, 1998).
Azonban mig a Sherry és a Sherry jellegli borok likérborok, azaz alkoholtartalmukat mesterségesen

megnovelik, addig a szamorodni esetében alkohol hozzaadésa tilos.

A dél-spanyolorszagi Montilla-Moriles és Jerez régidokban a fino €s az amontillado fehérborok
hartya alatti hosszl, 5-12 éves tolgyfahordds érleléssel késziilnek. Mindkét bor egyetlen egy
szOlofajta, a Pedro Ximenez mustjabol azonos koriilmények kozott végzett fermentacioval késziil,
azonban az alkoholos erjedés utdn eltérd tipusu érlelésen mennek keresztiil. Ennek
eredményeképpen a borok eltérd aromakomponenseket tartalmaznak, amelyek sajatos érzékszervi
tulajdonsagokkal ruhazzéak fel a bort.

A fino sherry borok tobblépcsds, ugynevezett ,,solera” rendszerben kivitelezett biologiai érlelésen
esnek at, amelyet a hartyaképzé Saccharomyces cerevisiae €lesztétorzsek folytatnak le, miutan a
bor etanol tartalmat nagy (max. 15,5 %) értékre bedllitottdk (Cortes et al., 1998; Martinez et al.,
1997a). Az élesztOhartya megvédi a bort a barnulastol, igy az az érlelés évei alatt megtartja a fino
borokra jellemz6 halvanysarga szint (Baron et al., 1997).

Az amontillado sherry borok kétfazisos érleléssel késziilnek, amely soran elészor a fino borokhoz
hasonld biologiai érlelésen esnek keresztiil, majd az etanoltartalom jelentds megndvelése
(18 %), ezaltal a hartyaképzok gatlasa utan (Botella et al., 1990) egy oxidativ érlelés kovetkezik.
Ennek soran a fenolos komponensek oxidaciojanak kovetkeztében a bor sotét szint kap (Fabios et
al., 2000). A kétfazisos érlelés révén az amontillado borok aromaja sokkal dsszetettebb, mint a fino

boroké (Zea et al., 2001).



A francia Vin Jaune sherry-tipusu borok a Jura régidban késziilnek a Savagnin sz616bol. A mustot
hagyomanyos borkészitési technikaval szaraz fehérborra alakitjak, majd a malolaktikus fermentacid
utdn a borok felszinén flor élesztOhartya alakul ki, hasonléan a fino sherry-hez, azonban az
alkoholtartalmat az érlelés elott mesterségesen nem modositjak. A bor dsszesen 6 évet €s 3 honapot

tolt ugyanabban a tdlgyfahordoban a hartya alatt lefejtés nélkiil (Charpentier et al., 2004).

A magyarorszagi Tokaji Szamorodnit a furmint ill. harslevelli szol6fajtdk Botrytis cinerea
penészgomba hatasara aszusodott bogyodkat tartalmazé fiirtjeibdl készitik (1. d@bra). Az aszasodott
szOl6bol késziilt must erjedése soran a fermentacid elején a nem-Saccharomyces fajok
(Debaryomyces, Hanseniaspora, Rhodotorula) domindlnak, azonban az erjedés elérehaladtaval a
Saccharomyces sensu stricto csoportba tartoz6 torzsek keriilnek elétérbe (Doneche, 1994). A
kezdeti Saccharomyces populacid nem homogén, de ez erjedés végére a S. bayanus valik

dominansa (Sipiczki et al., 2001).

1. abra: A tokaji szamorodni készitésének sematikus abréja.

(http://www.magyarborokhaza.hu/tokaj.php)

Az aszlsodasnak koszonhetden a bor jellegzetes illattal és zamattal rendelkezik, valamint az
alkoholtartalma viszonylag magas, ha szarazra kierjesztik. A borok érlelését a borok darabban
tartasaval, fahordokban, legalabb 2 évig végzik (Eperjesi, 1998). Az érlelés soran a borok felszinén

vékony éleszt6hartya alakulhat ki. A hartydban a Saccharomyces cerevisiae kiilonbdz0 fiziologiai
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valtozatai vannak jelen, ezaltal a Tokaji Szamorodni felszinén hartyat kialakitd élesztok fiziologiai
szempontbol nagyfoku hasonléosdgot mutatnak a jerezi és a jurai borok hartyaképzd élesztdivel
(Magyar, 1998). Azonban mig a kiilfoldi flor torzsek nagy mennyiségli sejttomeget termelnek,
ezaltal vastag, erdsen racos ¢és stabil hartyat képeznek, addig a hazai hartyaképzo torzsek vékony,

sima feliiletli, attetszo, instabil filmet hoznak létre a bor felszinén (Magyar, 1984).

2.2, A Saccharomyces nemzetség

A Saccharomyces nemzetséghez tartozo ¢€lesztok faji besorolasa mindig problematikus volt €és a
nemzetségeket az elmult évtizedek alatt folyamatosan atrendezték — fajokat vontak Ossze vagy 1j
fajokat hoztak létre (Rainieri et al., 2003). Ennek kovetkeztében az egyes torzsek és fajok neve
szamos valtozason ment keresztiil, ami zavart okozott, mind a kutatok, mind a fermentacios iparban

dolgozdk szdmara.

A jelenleg elfogadott rendszer szerint (Vaughan-Martini és Martini, 1998; Naumov et al., 2000;
Kurtzman, 2003) a Saccharomyces nemzettséghez tartozé fajokat harom csoportba soroljak:

Saccharomyces sensu stricto (S. cerevisiae, S. bayanus, S. paradoxus, S. cariocanus,
S. kudriavzevii, S. mikatae, S. pastorianus),

Saccharomyces sensu lato (S. dairensis, S. castellii, S. exiguus, S. servazzii, S. unisporus,
S. barnetti, S. spencerorum) €s

Saccharomyces kluyveri.
A Saccharomyces sensu stricto csoport fajai, foleg a Saccharomyces cerevisiae, szdmos
hagyomdanyos ipari folyamatban vesznek részt, és starterként alkalmazzak Oket.
A Saccharomyces sensu stricto elsd hat ,testvér” fajanak megegyez6 mating-tipus rendszere van,
ami lehet6vé teszi a fajok kozotti keresztezést. A keletkezod hibridek azonban sterilek, igy a képz6do
sporak nem életképesek. Az intraspecifikus hibridek azonban termékenyek és a kontroll markerek
S. pastorianus pedig a S. cerevisiae és a S. bayanus hibridje (Naumov, 1996; Vaughan-Martini és
Martini, 1998; Naumov et al., 2000). Ujabb molekularis vizsgalati eredmények alapjan a
Saccharomyces bayanus a S. uvarum és a S. cerevisiae hibridje (de Barros et al., 2002; Nguyen ¢€s
Gaillardin, 2005), azonban a S. bayanus korabban megéllapitott fizioldgiai jellemzdi is a hibrid
természetre engednek kovetkeztetni (Rainieri et al., 1999). A nukledris és mitokondridlis gének
kombinalt elemzése kiilondsen hatékony a dupla és tripla hibridek jellemzése soran (Masneuf et al.,

1998), ezért ezek segitségével Gonzalez ¢és mitsi. (2006) S. cerevisiae x S. kudriavzevii és



S. cerevisiae x S. bayanus kettds hibrideket, valamint S. bayanus x S. cerevisiae x S. kudriavzevii
harmas hibrideket azonositottak borélesztok esetében. A hibridek jelentéségét ndveli, hogy mindkét
sziil6tdl kaphatnak eltérd fizioldgiai tulajdonsagokat, mint példaul a S. cerevisiae-t6l az alkohol
toleranciat és a S. kudriavzevii-tol az alacsony hdmérséklet toleranciat, amelyek hozzajarulhatnak a
szelektiv elonyokhoz. A hibridek jelenlétét szamos borvidéken kimutattak, Jeune €s mtsi. (2007)
S. cerevisiae/S. bayanus var. uvarum hibrideket izolaltak francia borvidékrdl, mig Sipiczki (2002) a

Tokaji borvidéken azonositott hibrid borélesztoket.

A Saccharomyces sensu stricto ¢€lesztOk altalaban diploidok, és jO tapanyag-ellatottsag mellett
sarjadzéassal szaporodnak. A diploid sejtek meiozison is atmehetnek (2. dbra), amelynek
eredményeként 1-4 aszkospora képzodik az aszkussza atalakult anyasejtben. A meiozis az eukariota
sejtekre jellemzd hagyoméanyos sémat koveti. A S. cerevisiae esetében a nitrogénszegény
tapkozegen valo ¢hezés és a fermentalhatd szénforrasok hianya eldsegiti a meiozist és a sporazast,
habar egyes Saccharomyces sensu stricto torzsek képesek jo tadpanyag-ellatottsdg mellett is a

sporaképzésre (Rainieri et al., 2003).
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2. abra: A Saccharomyces cerevisiae €letciklusa

(http://commons.wikipedia.org/wiki/Image:Budding yeast Lifecycle.png)




Kiilonb6z6 tanulmanyok kimutattdk, hogy a sensu stricto fajok filogenetikailag kozel allnak
egymashoz. Az elektroforetikus kariotipizalads (Naumov et al., 1992), a mtDNS restrikcios analizise
(Guillamon et al., 1994), a riboszoémalis DNS szekvencia analizise (Kurtzman és Robnett, 1991) és
a riboszomalis DNS ITS és IGS régioinak RFLP analizise (Montrocher et al., 1998) kimutatta, hogy
a S. cerevisiae €s a S. paradoxus nagyon kozel all6 fajok. A RAPD-PCR analizis megerdsitette
egyrészt a S. cerevisiae és a S. paradoxus, masrészt a S. bayanus és a S. pastorianus kozotti kozeli
kapcsolatot (Fernandez-Espinar et al., 2003). Naumov ¢és mtsi. (2000), valamint Naumova és mtsi.
(2003b) tanulmanyai alapjan a S. cariocanus a S. cerevisiae és a S. paradoxus fajokhoz all kozel,
mig a S. kudriavzevii és a S. mikatae elkiiloniil6 klasztert alkotnak. A sensu stricto komplexen beliil
legjobban a S. bayanus faj kiiloniil el (Naumov et al., 2000; Montrocher et al., 1998), a
legheterogénebb faj pedig a S. cerevisiae (Naumova et al., 2003b).

2.3. Hartyaképzo borélesztok fiziologiai valtozatai és faji diverzitasa

A hagyomanyos taxondmia az élesztok faj szintili elkiilonitésére morfoldgiai és fiziologiai teszteket
alkalmaz. Annak ellenére, hogy e hagyomanyos modszereket még most is elterjedten alkalmazzak
az ¢lesztOk azonositdsara €s rendszerezésére, ez nem ad lehetdséget a Saccharomyces fajok
egyértelmil elkiilonitésre. Ennek az a magyarazata, hogy az éleszt6k morfoldgiai és fiziologiai
tulajdonsagai nem stabilak és gyakran valtoznak nemcsak fajok kozott, de a fajon beliil is (Rainieri

et al., 2003).

A sherry tipust borok készitésekor, a bor felszinén kialakult hartyabol izolalt torzseket Sancho és
mtsi. (1986) 6t fajba kiilonitették el, amelyeket az akkor érvényes taxonomia alapjan (Lodder, 1970)
a S. cerevisiae, S. chevalieri, S. capensis, S. aceti és S. bayanus fajokhoz soroltdk. Ezek a
hartyaképz6 fajok ma mar valamennyien a S. cerevisiae fajhoz tartoznak (Barnett et al., 2000).
Sancho és mtsi. (1986) az 6t faj koziil az anaerob fermentéacio alatt a S. cerevisiae-t talaltdk a
dominansnak. A fermentacio befejezddésével csak azok a torzsek képesek tovabb szaporodni,
amelyek felemelkednek a folyadék felszinére. Ezen torzsek valdsziniileg az évszazados szelekciod
eredményei, amelyek jobban adaptalodtak a bor felszinén valdé ndvekedéshez. A fermentéacids
tartdlyokban kialakuld hartydban a S. cerevisiae és a S. chevalieri fordult el6 legnagyobb

hanyadban, mig a hordokban képzddott hartyaban a S. capensis.

A jelenleg érvényes besorolas alapjan a sherry borok érlelésében részt vevo hartyaképzo élesztok a

Saccharomyces cerevisiae fajhoz, annak négy kiilonbo6zd fiziologiai valtozatdhoz tartoznak (beticus



[korabbi capensis]; cheresiensis [korabbi bayanus]; montuliensis [korabbi aceti] és rouxii) (Esteve-
Zarzoso et al., 2004). Korabban csak az elsd harom valtozatot tekintették a Saccharomyces
cerevisiae szinonimainak, mig a rouxii valtozatot a Zygosaccharomyces rouxii fajhoz soroltdk,
azonban késobb molekularisan modszerek segitségével kimutattak, hogy ez a valtozat is a
Saccharomyces cerevisiae-hez tartozik (Esteve-Zarzoso et al., 2004). Annak ellenére, hogy a flor
¢lesztOket a Saccharomyces cerevisiae tfajhoz soroljak, a sherry borok biologiai érlelésével
foglalkoz6 tanulmanyok megtartjdk a flor élesztdk fiziologiai tulajdonsagokon alapuld négy
valtozatanak elkiilonitését, ugyanis a kiilonb6z6 valtozatok eléfordulasanak aranya fontos tényezo a
sherry borok végsd jellegének kialakitdsaban. Martinez ¢és mtsi. (1995) példaul az egyes
S. cerevisiae valtozatok ¢és a jelentds acetaldehid termelés kozotti Osszefliggésre mutattak ra,
tovabba kapcsolatot talaltak a hartyaképzéshez sziikséges id6 és a domindns flor élesztd valtozatok

kozott is (Martinez et al., 1997a).

A flor élesztok S. cerevisiae kiillonboz0 valtozataihoz vald besorolasat az eltérd szénhidrat
fermentacios képesség alapjan lehet elvégezni. Budroni és mtsi. (2005) vizsgalatai alapjan a flor
¢lesztdk 73 %-a nem fermentdlja és asszimildlja a galaktozt, ez az arany a maltozt esetében 69 %.
Johnston ¢és mtsi. (2000) tanulménya alapjan a GALo fenotipus a GAL7-es vagy a GAL10-es génben
bekovetkezett mutacid kovetkezménye. A gének a II. kromoszoman helyezkednek el és kozel
vannak legalabb 6t olyan ORF-hez, amelyek hajlamosak a meiozis indukalta kétszala torésre. A
GALo fenotipus kb. 75 %-ban jellemz0 a flor élesztdkre, mig a nem flor élesztokre csak 39 %-ban.
Naumov ¢és mtsi. (1994) kimutattak, hogy a borélesztokben csak két MAL lokusz van (MAL2 és
MAL3), amelyek a VIl-es és a Il-es kromoszéman helyezkednek el. A flor éleszték 73 %-a nem
képes hasznositani a maltézt (MALo fenotipus), mig a nem-flor élesztéknél ez az arany csak 9 %.
Ha figyelembe veszziik, hogy a flor ¢élesztok nagy mennyiségii acetaldehidet termelnek a bor érése
soran, ami az egyik f6 oka a duplaszalu torésnek €s egyéb kromoszoma atrendez6désnek (Ristow et
al., 1995), feltehet6, hogy a GALo ¢és a MALo fenotipusok a nagy acetaldehid koncentracio
kivaltotta DNS karosodas kovetkezményei (Budroni et al., 2005).

2.4. Az élesztogombak Kkiller rendszere

Szamos élesztd képes antimikrobas aktivitdssal rendelkezd exotoxinok termelésére. Azokat az
exotoxinokat (altalaban fehérjék vagy glikoproteinek), amelyek képesek az azonos vagy kozeli
rokon fajokat el6lni, killer toxinoknak hivjak. A killer €élesztok a sajat killer toxinjukra immunisak.

A killer tulajdonsagot szdmos éleszté nemzetség és faj esetében kimutattdk. A Saccharomyces



cerevisiae killer torzseit a kivalasztott toxin molekularis tulajdonsagai, a toxin hatdsmechanizmusa
¢s a kereszt-érzékenység alapjan harom csoportba lehet sorolni (K1, K2 és K28). A killer toxinokat
az élesztésejtek az exponencidlis fazisban termelik és féleg az azonos fazisban 1évé érzékeny
sejtekre vannak hatdssal megfeleld tdpanyag-ellatottsag és kis pH értékek esetében (Magliani et al.,
tulajdonsaggal (Shimizu, 1993). A killer boréleszté S. cerevisiae torzsek tobbsége a K2-es
killertoxin termelé csoporthoz tartozik. Erdekes jelenség, hogy mig a hartyaképzé éleszték
kiilonbozd fiziologiai valtozatai koziil a S. cerevisiae var. montuliensis és a var. rouxii nem
termelnek toxint, és érzékenyek mind a K;, mind a K killer toxinra, addig a S. cerevisiae beticus és
a cheresiensis valtozatai annak ellenére, hogy nem-termeldk, rezisztensek mindkét toxinra

(Martinez et al., 1995).

2.5. A hartyaképzé borélesztok sporazasi képessége

A fermentdcid utani szelekcidban szamos tényezd, mint pl. a hartyaképzés képessége fontos
szerepet jatszik. A szelekcidban a torzsek ivaros izolacioja is részt vehet. Nyilvanvald, hogy eltérd
fajok kozott kialakulhat ivaros izolacid, de ez kialakulhat akkor is, ha az ivaros szaporodas ritka. A
S. cerevisiae fajon beliili ivaros izolaci6 egyik oka lehet a multban feltételezett sok fajnak (Sancho

et al., 1986).

Mortimer és mtsi. (1994) kimutattdk, hogy a Saccharomyces cerevisiae borélesztk 69 %-a
homotallikus, és javasoltdk a ,,genom megujulds” modellt ezekre a térzsekre. A modell szerint a
homotallikus jelleg, a spérazassal egyiitt a borélesztok szdmara olyan szelekcios tényezd, amely
lehetéséget ad az evolucidnak a kedvezd tulajdonsagok kiszelektalasdra. A Saccharomyces
cerevisiae heterotallikus borélesztd torzseinek haploid generacidi pedig onmagukban nem képesek
diploidokat képezni a HO génben bekovetkezett mutacid kovetkeztében. Egyes kutatdsok a flor
¢lesztoknél egy harmadik tipust, ugynevezett szemi-homotallikus életciklust is kimutattak (Budroni
et al., 2000), amelyet egy szabalytalan szegregacid jellemez, két parosodasra képes (MATa vagy
MATa) és két parosodasra nem képes (homotallikus) szegregansokat eredményezve.

A borélesztd torzsek sporazo képessége, valamint a sporak életképessége torzsenként nagyon eltéro,
0-98 9% kozott valtozik (Ristow et al., 1995; Guijo et al, 1997; Querol et al, 2003). A
borélesztokon beliil a flor élesztok altalaban joval kisebb aranyban sporaznak, mint a nem-flor
¢lesztok. Guijo és mtsi. (1997) vizsgalatai szerint a hartyaképzo torzsek sporazasi képessége 6,2-

30,6 %. A sporazas soran kialakuld aszkuszokban 1-4 spora talalhatd és a sporak életképessége



nagyon kicsi, altalaban 1 spéra/aszkusz. Santa Maria és Vidal (1973) a diploid hartyaképz6 torzsek
sporaztatdsa utan a haploid spordk esetében a flor képzés Mendeli mdédon torténd szegregalodasat
figyelték meg, ezt azonban Guijo és mtsi. (1997), valamint Jimenez és Benitez (1987) vizsgélatai
nem tamasztottak ala. Erdekesség, hogy a Martinez és mtsi. (1995) altal vizsgalt flor éleszték nem

voltak képesek sporazni.

Az aszkuszokban a spordk kis életképességét szamos tényezd okozhatja. A sporak életképessége
nem novelhetd a tapkdzeg ozmotikus stabilizaldsaval, ami arra utal, hogy ez nem a sporafalban
fellépd  ,hibanak”, hanem az  abnormalis kromoszoma allomanynak  k&szonhetd

(kromoszémavesztés, duplikacio, atrendezddés) (Sancho et al., 1986).

2.6. A kornyezeti tényezok hatasa a hartyaképzésre

A sherry borok érése alatt a bor felszinén kialakuldé hartya (flor) a flor élesztok adaptacios
mechanizmusa, amely magaba foglalja a sejtek méretének, alakjanak és hidrofob jellegének
valtozasat. A hidrofobianak kdszonhetéen a sejtek aggregdlodnak, igy képesek visszatartani a
keletkez6 géazbuborékokat, aminek kovetkeztében az aggregatumok fajsulya kisebb lesz, mint a
boré. Ez azt eredményezi, hogy az aggregatumok képesek a sherry felszinén lebegni és ndvekedni

(Martinez et al., 1997b).

A must alkoholos fermentéacidja sordn a sejtek kerekek, kisebb méretiieck, mint a hartydban. A
hartydban a sejtek mérete ndvekedik, valamint a sejtek megnyulnak. A sejtek szerkezetét
tanulmanyozva csak az erjedd mustbdl vett sejteknél lehetett megfigyelni, hogy a sejtfal kissé
vastagabb. Egyik sejtben sem taldlhatoak vezikulumok, vagy specialis szerkezetek. A
mitokondriumok szamat Martinez €s mtsi (1997b) mind az erjedés, mind a hartyaképzés soran
azonosnak taldltadk. Magyar (1984) a hartydban 1évd sejtek esetében nagyszami mitokondrium
jelenlétérdl tudositott, a féerjedésben résztvevd élesztdsejtek mitokondriumait azonban nem

vizsgalta. Jelentés mennyiségben talalt lipidzarvanyokat is a sejtekben.

A filmképzés ideje a filmben dominansan jelenlévd torzsektdl fiigg. A Saccharomyces cerevisiae
var. beticus és a var. cheresiensis gyorsabban képez hartyat, mint a Saccharomyces cerevisiae var.
montuliensis ¢és a var. rouxii. Az etanoltartalom erdsen befolyasolja a szaporodast és a
hartyaképzodés idejét. Azok a torzsek (beticus €s cheresiensis valtozatok), amelyeknél a fajlagos

szaporoddsi sebesség értéke drasztikusan csokken, azaz érzékenyebbek a nagy etanol
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koncentraciora, gyorsabban reagalnak az etanol jelenlétére azaltal, hogy gyorsabban felemelkednek
a felszinre és hartyat képeznek. Egyik torzs sem képes azonban nagyobb, mint 15 % etanol
tartalomnal szaporodni, viszont ha a sejtek tulélik a nagy etanol koncentraciot és megtartjak
miikodéképes mitokondriumukat, mig elérik a folyadék felszint ott képesek hartyat alkotni. Igy
elmondhat6, hogy a hartyaképzés a borélesztok alkalmazkodéisa a nagyobb (15 % feletti) etanol
tartalmu borokban valé novekedéshez. A borok felszinén valé novekedés lehetové teszi az oxidativ
metabolizmust, ezéltal a borokban jelenlévé nem fermentalhaté szénforrasok (etanol, glicerin)

hasznositasat (Martinez et al., 1997b).

A sherry-tipust borok nagy etanol koncentracioja kozel van a borélesztok felsd tolerancia szintjéhez
(Jimenez és Benitez, 1987; van Uden, 1985), igy azon kornyezeti tényezdk valtozéasa, amelyek
hatassal lehetnek az etanol tolerancidra, karosithatjak a hartya alatti érés folyamatat. Laboratoriumi
koriilmények kozott kimutattdk, hogy a hémérséklet novelésével csokken az ¢€lesztdsejtek etanol
tirése (Ibeas et al., 1997a; Jimenez ¢s Benitez, 1988; van Uden, 1985). Az élesztok szamara a 16 %
feletti etanol tartalom toxikus. A hagyomanyos sherry készitési technikdk soran a borok
alkoholtartalmat 15 % koriilire novelik. Az érlelés hdmérsékletének ingadozésa a hartya allapotanak
romlasat, lesiillyedését vonja maga utan, ami kiilonosen nyaron jelentkezik veszélyként. A hartya
allapotanak romlasa Osszefiigg a 1égzésdeficiens (rho’) mutansok aranyanak novekedésével. Ezek a
mutansok nem képesek hartyat képezni, ami azt jelzi, hogy az oxidativ metabolizmus
nélkiilozhetetlen az élesztOk szdmdara a flor kialakitasahoz. Azonban ha az élesztOhartya mar
kialakult, a hartydban 1év6 sejtek 100 %-anak rho” mutidnssd valdsa nem befolyédsolja a hartya
stabilitasat, tehat a hartya egy hosszuéletli biologiai szerkezet 20 °C-ndl kisebb hdmérsékleten.
Mivel a sherry borban keletkezd rho™ sejtek nem okozzadk kozvetleniil a hartya szétesését, a
1égzésdeficiens mutansok megjelenése nem lehet az egyediili oka a hartya dezorganizaciojanak
(Ibeas et al., 1997b).

Laboratoriumi kisérletekben kimutattdk, hogy az etanol a mitokondrium genomra mutagén hatasu
(Bandas ¢és Zakharov, 1980), amely hatast a nagy hémérsékleten valé inkubélds noveli (van Uden,
1985). Ez a mutagén hatds a 1égzésdeficiens mutansok gyakorisdganak emelkedésével kdvethetd
nyomon. A hd-tolerancia €s az etanol-tolerancia genetikailag kodolt tulajdonsagok, amelyek
torzsfliiggdk. Ibeas et al. (1997b) kiséretei szerint a kritikus hdmérséklet 22,5 °C 15 %-os etanol
tartalom mellett.

Kiilonb6z6 eljarasokat dolgoztak ki a hartya védelmére a nyari periodus alatt. Egyik ilyen lehetdség
a kornyezeti tényezok optimalasa a flor élesztOk szamara, a pincék klimatizalasaval, vagy a sherry
borok etanol tartalmanak csokkentésével. Az etanol tartalom 0,5 %-kal valé csokkentésével a hartya

mindsége javithatd a nyar soran, azonban ilyen koriilmények kozott szennyezd, Dekkera élesztok
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jelenhetnek meg a flor €élesztok mellett, ami a sherry borok biologiai érlelését kockazatossa teszi 15

% alkohol tartalom alatt (Ibeas et al., 1997b).

Egyes esetekben a hartya kialakuldsa illetve kifejlodése gatlédik a boron, ami a kedvezodtlen
tapanyag ellatottsaggal magyarazhat6 (Fornachon, 1953; Crowther és Truscott, 1955).

Fornachon (1953) tudoésitasa szerint a ,,flor” éleszték az etanol mellett a borok egyéb szén-forrasait
is képesek hasznositani. Vizsgalata szerint mesterséges taptalajban a glicerin, a tejsav, a gliikoz és a
fruktoz kielégitd szénforrasnak bizonyult, mig az ecetsav, a borkdsav, az almasav és a citromsav

kevésbé volt jo tapanyagforras.

Fiziologiailag a S. cerevisiae sherry borélesztok az aminosavak, nukleotidok és bazisok tekintetében
prototrofok, azonban a biotinra auxotrofok, kivéve a rouxii valtozatot, amely a biotin mellett inozit
auxotrofiat is hordoz. A hartyaképzOok nitrogén igényérdl Freiberg és Cruess (1955) részletes
vizsgalatot végeztek. Eredményeik alapjan a nitrogén mindsége és nem feltétleniil a mennyisége a
meghatdroz6 tényezd. Az élesztékivonat nagyon jo nitrogénforrds, de valdszinisithetd, hogy ez a
hatas az ¢€lesztdkivonatban talalhaté egyéb komponenseknek (pl. vitaminoknak is) kdszonhetd. Az
¢lesztéhartya hozamra gyakorolt kedvezd hatdsa ellenére az ¢lesztOkivonat boraszati alkalmazasa a
hartyaképzodés eldsegitésére kedvezdtlen tdpanyag Osszetétel esetén sem ajanlatos jellegzetes
aromdja miatt. Az élesztdkivonat kedvezd hatdsa azonban felveti a jarulékos novekedési faktorok
kérdését a nitrogénforras mellett. Egy masik, gyakran alkalmazott nitrogénforras, a pepton is erésen
noveli a hartyaképzddést. A pepton j6 aminosav €s dsvanyianyag forrés, feltételezhetd, hogy ez is
hozzajarul a hartya ndvekedéséhez. Hasonlo jo eredményt értek el urea alkalmazasaval is, azonban
mivel a réakkeltd -etilkarbamat prekurzoraként szerepelhet, alkalmazésa tiltott. Szervetlen
nitrogénforrasként pedig az ammonia (mind foszfat mind szulfats6é forméban) bizonyult kedvezonek
a hartyaképzddés szempontjabol. Az ammonium-szulfat boraszati alkalmazasa megfeleld lehetne,
mivel olcsd, nem befolydsolja a bor aromdajat ¢és remek nitrogénforrasnak bizonyult a

hartyaképzéshez.

Vizsgalatok kimutattak, hogy szintetikus tapkozeg aminosavak és vitaminok nélkiil nem alkalmas
hartyaképzésre (Castor €s Archer, 1957). Az aminosavak hatdsat vizsgalva megallapitottak, hogy
egyes aminosavak (cisztein, glicin, hisztidin, leucin, lizin, metionin, fenilalanin, tirozin vagy valin)
alkalmazasa nem elégséges a hartyaképzéshez, hat aminosav (aszparaginsav, glutaminsav,
izoleucin, szerin, treonin vagy triptofan) adagoldsa azonban kismértékben eldsegiti a hartyaképzést,
mig két aminosav (arginin vagy prolin) esetében elég jo hartyaképzddés figyelheté meg. Ezek az

eredmények figyelemreméltoak, ugyanis megallapitottdk, hogy a fiatal borokban a legnagyobb
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mennyiségben az aszparaginsav, a prolin, a szerin €s a treonin taldlhato meg, amelyek mindegyike
alkalmas a hartyaképzddés indukéldsara.

A vitaminok iranti igényt vizsgéalva a pantotenat bizonyult egyediil esszencidlisnak, hidnya esetén a
hartyaképzés elmaradt. A pantotenat felépitésében részt vevd [-alanin hatdsat vizsgalva
elmondhatd, hogy a pantotenatot a B-alanin képes poOtolni, az a-alanin azonban nem. Ezek az
eredmények eldtérbe helyezik az ecetsav metabolikus hasznositasat a hartyaképzok altal, ugyanis a
pantotenat illetve a P-alanin sziikségessége azt feltételezi, hogy a mikroba a pantotenatot a
KoenzimA szintézis€hez hasznositja (Castor és Archer, 1957). Freiberg és Cruess (1955)
tanulmanya alapjan a vitaminok kozilil az aszkorbinsav (C-vitamin) kimondottan kedvezodtlen
hatéssal van a hartyaképzddésre, ugyanis azt teljesen gatolja, feltételezhetden az aszkorbinsav erds

redukal6 tulajdonsaga miatt, ugyanis a hartyaképzddés oxidativ folyamat.

2.7. A Botrytis cinerea és anyagcsere termékeinek hatisa az aszisodo szolébogyora, a

mustra és a borra

A botritiszes nemesrothadast, azaz aszusodast a Botrytis cinerea metabolizmusanak biokémiai
folyamatai, valamint a sz6l6 tékén vald szaradéasanak, toppedésének egyszerli fizikai valtozasai
egylittesen eredményezik.

A nemesrothadas kovetkeztében kialakuld stresszhatasok befolyasolhatjdk a Tokaji Szamorodni
¢rlelésében részt vevd hartyaképzd ¢€lesztok szaporodasat, hartyaképzését ¢és anyagcsere-
folyamatait, ami jelentOs eltérést jelent a sherry és sherry-tipusu borok biologiai érleléséhez képest.
A bogy6 oldott anyagaiban az aszisodas kovetkeztében nagymértékii bekoncentralddas torténik. A
koncentralodéas hatdsadra a szO6l6 cukortartalma a Botrytis cukorfogyasztasa ellenére jelentsen
megnd, 350-600 g/l korili értékeket ér el (Doneche, 1994; Magyar, 1998). A Botrytis
metabolizmusanak kovetkeztében a gliikoz/fruktoz arany 1 ala csokken. Ez a csokkenés az erjedés
sordn is folyatodik a fermentaciot végzd élesztok gliikofil anyagcseréjének kovetkeztében. A
gliikoztartalomhoz képest nagyobb fruktéztartalom a borok édességérzetét fokozza. A Botrytis az
egyéb hexozok és pentdzok mennyiségét is noveli a szOlobogyod poliszacharidjainak ¢és
pektinanyagainak lebontasaval (Magyar, 1998).

A Botrytis cukoroxidéaciojanak soran jelentds mennyiségli glicerin és gliikkonsav képzddik. Az
aszamustok glicerintartalma altalaban 10-30 g/l, gliikkonsavtartalma 1-3 g/l kozott valtozik. A
glicerintartalom az erjedés soran tovabb emelkedik, a gliikonsavtartalom viszont nem valtozik
(Magyar, 1998). A gliikonsav jelenléte szamos problémat okoz a borkészités soran, mint pl. a

mikrobiologiai stabilitds vagy a nagy SO, megkotd képesség (Barbe et al., 2002; Peinado et al.,
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2003a). A gliikonsav metabolizmus egyes ¢lesztokben az aerob anyagcseréhez ¢€s glicerin
jelenlétéhez kapcsolodik (Peinado et al., 2003b). Ez a két feltétel a sherry tipusti borok érlelése
sordn érvényesiil (Cortes et al., 1998), ezéltal a gliikkonsav koncentracid a bioldgiai érlelés soran
csokken. A gliikkonsav mellett a Botrytis kisebb mennyiségben gliikuron- és galakturonsavat,
valamint galaktarsavat is termel (Doneche, 1994; Magyar, 1998).

A Botrytis az aszisodas soran a szOl6 savait jelentés mértékben hasznositja. A borkdsav
felhasznalasa elérheti a 70-90 %-ot, mig az almasav mennyiségének csokkenése kisebb mértékii
(50-70 %) (Donéche, 1994). A cukortartalom mellett a jellegzetes, un. botritiszes illat- és
zamatanyagok is fontosak a keletkezd bor aromaja szempontjabol, amelyek kémiai osszetétele még
nem teljesen feltart. A sz616 fobb fenol komponenseit (kdvésav és p-kumarsav) a Botrytis lakkaz
enzime kinonokka alakitja at. A sz6l6 aroma komponensei is jelentds valtozdsokon mennek
keresztiil. A Botrytis termelte gliikkozidazok elhidrolizaljak a terpén-glikozidokat, de bekdvetkezik a
szabad terpenoidok oxidacioja, illetve egyes aldehidek alkoholld torténd redukcidja is (Donéche,
1994). A Botrytis aminosav-felhaszndldsa kovetkeztében viszonylag alacsony a Cs-Cs alkoholok
mennyisége (Magyar, 1998). A Botrytis emellett szamos specidlis illékony komponenst termel, mint
pl. a furfural, a benzaldehid, a fenilacetaldehid és a benzilcianid (Kikuchi et al., 1983). Az
aszuborok mézre emlékeztetd illatdban kulcsszerepe van a szotolon nevii laktonnak (Magyar, 1998).
A Botrytis a nemesrothadds soran szamos fitotoxikus aktivitasi poliszacharidot és kiilonbo6zo,
antibiotikus hatdsu vegyiileteket képez, amely a Botrytis altal okozott valtozasok mellett a must

lasst erjedését okozzak.

2.8. Hartyaképzo élesztok anyagcsere tevékenységének hatasa a borra

Hagyomanyosan a sherry borokat a dél-spanyolorszagi borvidékeken készitik, gyakran a mustnak
vagy a bornak szelektalt hartyaképzd ¢€lesztotorzzsel vald beoltasaval. A biologiai érlelés alatt
kialakul a sherry borok tipikus aroméja. A pince hémérséklet ingadozasanak kovetkeztében, a
hartya egy része a borba lesiillyed, és a hordd aljaban fokozatosan nagymennyiségii iiledék
halmozddik fel, amelyben a sejtek autolizalnak. Az oregebb hartyan keletkezd rések pedig 1j

sejtekkel potlodnak. Az €lesztok szaporodasa €s autolizise tehat egymassal parhuzamosan torténik.

2.8.1. Makromolekulak felszabadulasa az érlelés soran

Korabban mar tanulmanyoztak a habzoborok, illetve a seprén hagyott fehérborok érlelése alatt az
¢lesztd autolizise soran felszabaduld makromolekuldkat (Feuillat és Charpentier, 1982).
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Charpentier és mtsi. (2004) részletesen tanulmanyoztak a flor élesztok altal a borba kibocsatott
makromolekulakat a hartyaképzés soran. Az érlelés alatt a sejtek altal képzett biomassza
tobbszorosére nd. A legjelentésebb ndvekedés az érlelés elején kovetkezik be. Ugyanezen periodus
alatt, az ¢lesztok ¢letképessége csokken a nagy etanol tartalom ¢és a bor kis pH értéke miatt
kialakul6 stresszhatasnak koszonhetden (Ibeas et al., 1997b; Mauricio et al., 2001). Az ¢életképesség

ezutan azonban az érlelés végéig konstans marad.

A kiindulasi bor makromolekula tartalma az érlelés végére kb. haromszorosidra nd. A
makromolekuldk felszabadulasa a hartya kialakuldsa alatt viszonylag alacsony. A poliszacharidok
felszabadulasa az éleszt6k novekedése kozben torténik, ez a sarjadzas soran a sejtfal kontrollalt
hidrolizisének tudhaté be (Charpentier et al., 1986), amikor is az anyasejt falanak ,,fel kell lazulnia”,
hogy megtorténhessen az 0 sarj kiemelkedése (Fleet, 1991). Erds novekedés tapasztalhaté a
makromolekuldk szintjében a hartya lesiillyedésekor is. A makromolekuldk felszabadulasa a
hartydban szaporodo sejtek, valamint az tliledékben talalhaté holt sejtek autolizise altal torténik
(Charpentier és Feuillat, 1993).

A felszabadult makromolekulak glikoproteinek, amelyek 73,3-78,5 %-os neutralis cukor és 0,92-
1,21 % nitrogén tartalommal rendelkeznek, az érés szintjétdl fiiggben. Az érés soran a
glikoproteineket felépitd aminosavak ardnya nem valtozik Iényegesen. Az aminosavak 65 %-at az
Asx (aszparagin és/vagy aszparaginsav), a Glx (glutamin és/vagy glutaminsav), a szerin, a treonin
¢s az alanin teszik ki. Magas alifas aminosav tartalom figyelhetd meg, féleg a hidroxilalt szerin és
treonin aminosavak mennyisége nagy, amelyek altalaban az ¢leszté mannoproteinek O-glikozidos
kotéseiben vesznek részt (Ballou, 1976). Az N-glikozilalas lehetséges helye, az aszparagin, szintén

nagy mennyiségben fordul eld.

Az érlelés elbtti borban féleg mannoz (64 %) és galaktoz (26 %) talalhato, de kevés gliikoz (5 %) és
arabinéz (3 %), nyomokban pedig ramnédz (1,5 %) is kimutathat6. Ezek a sz616bol szdrmazo
makromolekulaknak felelnek meg — pektinek, arabanok, és ramnogalaktanok. Az érlelés alatt a
mannoéz és gliikoz tartalom novekedik, 75 illetve 17 %-o0s aranyt is elérve az érlelés végére. Ezek az
eredmények az ¢€lesztd sejtfal eredetli mannoproteinekre utalnak. A mannozt tartalmazo polimerek
kivalasztasa egylitt jart a gliikozt tartalmazo polimerek kivéalasztassal. A manndz/gliikoz arany a
hartya kialakuldsa soran élesen csokken (-48 %), ugyanis a novekedd sejtek altal kivalasztott
makromolekuldk gliikoz tartalma nagy. Az érlelés elérehaladtaval a hartya lesiillyedése, majd az 0
hartya kialakuldsa sordn a mannoz/gliikdz ardny kisebb iitemben csokken (-12 %). Ilyenkor
nemcsak az €16, hanem a holt sejtek (az ¢élesztdk 10 %-os életképessége miatt) is bocsatanak ki

makromolekulakat. Feltételezhetd, hogy a szaporodd ¢és a holt sejtek altal kibocsatott
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mannoproteinek kiilonbéznek. Tovabba a kivalasztott mannoproteinek gliikéz polimerjeit az

¢lesztok altal borba kivalasztott gliikandzok hidrolizalhatjak (Charpentier et al., 2004).

2.8.2. A borok kémiai osszetételének alakulasa az érés soran

A borok illata és aromdja féleg a must tipusan és mindségén, valamint a feldolgozas modjan mulik.
Azonban a Saccharomyces cerevisiae flor élesztOk oxidativ metabolizmusanak kovetkeztében a
biologiai érlelés soran megvaltozik a borok kémiai dsszetétele, valamint j aroma komponensek is

keletkeznek.

Napjainkban a legtobb must erjesztését valogatott S. cerevisiae vagy S. bayanus térzsek beoltasaval
végzik. A starter kultira alkalmazasa nagyban csokkenti mind az egyéb élesztdgomba torzsek
szamat, mind a fermentdcido beindulasdhoz sziikséges idot, ezaltal csokkenve a bakterialis
befert6z0dés esélyét ¢és a nem-Saccharomyces ¢élesztOk karos tevékenységének hatasat.
Mindemellett azonban a természetes mikrobiota metabolikus aktivitasa is befolyasolja a bor végsé

érzékszervi tulajdonsagait (Reed és Nagodawithana, 1991).

A biologiai érlelés soran, az élesztok oxidativ metabolizmusaban az etanol a f6 energiaforras,
amelyet az élesztdk az alkohol-dehidrogenaz segitségével acetaldehiddé, majd acetatta oxidalnak, és
az acetil-KoA forméban a citromsav ciklusba 1ép (3. d@bra), végiil szén-dioxidda €s vizz¢é oxidalodik
redukalt koenzimek képzddése mellett. A folyamatban nem az alkoholos erjedésben résztvevo
citoplazmas enzim, hanem egy induktiv alkohol-dehidrogenaz vesz részt, amely a mitokondriumban
talalhato és gliikoz represszio alatt all. Az etanol mellett a glicerin is jelentds tdpanyagforras, amit a
flor ¢lesztOk szintén hasznositanak (Cortes et al., 1998; Cortes et al., 1999). A glicerin foszfatészter
formajaban dihidroxiaceton-foszfattd, majd glicerinaldehid-foszfatta alakul, ami a glikolizis és a
citromsav kor 1épéseiben oxidalodik tovabb.

Az etanol fogyasztds szintje az érlelés elején a legnagyobb. Ez annak tulajdonithatd, hogy a
hartyaképzés — ami az érlelés elején kovetkezik be — energia igényes (Martinez et al., 1997¢), és a
legjobb rendelkezésre allo szénforrds az etanol. A sherry érlelésénél eltérések mutatkoznak az egyes
S. cerevisiae valtozatok esetében. Az Osszes etanol fogyasztas a S. cerevisiae var. montuliensis €s
var. rouxii esetében nagyobb, mint a S. cerevisiae var. beticus és var. cheresiensis esetében. A
glicerin fogyasztas az érlelés sordn egyenletes. A glicerin cs6kkenés a sherry borban az 50 %-ot is

elérheti. Az etanol koncentracio emelésével a glicerin fogyasztasa csokken. A S. cerevisiae var.
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montuliensis esetében a glicerin asszimildcid szintje nagyobb, mint a var. beticus esetében

(Martinez et al., 1998).

A szerves savak (citromsav, glilkonsav, almasav, borostyankdsav, tejsav, ecetsav) mennyisége az
¢érlelés soran csokken. Mig a citromsav €s a borostyankdsav mennyisége fokozatosan csokken az
¢érlelés sordn, addig a gliikkonsav, a tejsav €s az almasav koncentracidja kezdetben nem valtozik, a
csokkenés csak az érlelés késobbi fazisaban kovetkezik be. A sherry borokban az Osszes illosav
tartalom az érlelés végére minimalis értékre csokken. A fogyasztas a S. cerevisiae var. beticus és a
var. cheresiensis esetében nagyobb, mint a var. montuliensis és a var. rouxii esetében. Minden
véltozat esetében azonban az Osszes illosavban bekodvetkezd fogyasztas szintje az érlelés elején
nagyobb, majd a minimalis fogyasztdsi szint elérése utdn kismértékii ingadozast lehet csak

megfigyelni. Az ingadozés az etanol ecetsavon keresztiil torténd metabolizalasaval magyarazhato

(Martinez et al., 1998).
etanol
NAD
i

NADH
acetaldehid L.
NAD Etanol oxidacioja
NADH
acetat
acetil-KoA

/'T—-— P citrat

/o%célacetét \

akonitat
malat :
v
glioxalat : izocitrat [ .
Citromsav ciklus
fumarat
CO,

a-ketoglutarat .

szukcilu

CO,

3. abra: Az etanol oxidécioja és a citromsav ciklus (Thuriaux, 2004)
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Az ¢érlelés hatasara a legjellegzetesebb valtozas az acetaldehid tartalomban kovetkezik be, ugyanis
az alkohol bioldgiai oxidacidja soran koztes termékként acetaldehid keletkezik, melynek egy része
kilép a sejtbdl, €s a borban felhalmozodik. Az acetaldehidet tekintik a fino sherry borok érzékszervi
tulajdonsagait legjobban befolyasolé komponensnek (Moreno et al, 2005). A sherry biologiai
érlelése soran 300-400 mg/l acetaldehid is keletkezik, azonban leirtak 700-800 mg/l-es
koncentraciokat is. Az acetaldehid termelés szintje az etanol fogyasztis szintjét koveti, tehat a
hartyaképzés soran a legnagyobb. Ezutan csokken, majd a minimalis termelési értéket elérve, ezen
érték kortl ingadozik. A S. cerevisiae var. montuliensis és var. rouxii valtozathoz tartozo torzsekre
nagyobb mennyiségli acetaldehid termelés jellemzd, mint a S. cerevisiae var. beticus és a var.
cheresiensis valtozathoz tartozokra. A 2,3-butandiol és az acetoin koncentracidja az acetaldehid

koncentracioval korrelal (Martinez et al., 1998).

A legtobb aminosav koncentracidja folyamatosan csokken az érlelés soran, kivéve a hidroxiprolint
¢s a p-etanolamint. A prolin a legfébb aminosav a sz6ldben; az 6sszes aminosavnak akar tobb mint
75 %-at is kiteheti (Botella et al., 1990), ezért a prolin fogyasztds az 6sszes aminosav fogyasztast
tikkrozi. A borélesztok minden aminosavat képesek hasznositani a fermentdcid soran, kivéve a
prolint. A prolin metabolizmusa mind permedzt, mind prolin oxidazt igényel, amelyek miikodése
oxigénfliggd (Brandriss és Magasanik, 1979). Mivel a fermentacid anaerob koriilmények kozott
zajlik, a prolin metabolizmusa pedig a mitokondriumban torténik (Ingledew et al., 1987) a folyamat
az erjedés folyaman gatolt. A biologiai érlelés soran a flor élesztok kizardlag oxidativ

metabolizmust folytatnak, igy nincs akadalya a prolin hasznositasanak (Martinez et al., 1995).

Az aminosavak metabolizmusa soran magasabbrendii alkoholok keletkeznek (valin — izobutanol,

crcr

metabolizmus) kovetkezik be a legjelentdsebb valtozas (Martinez et al., 1998). A hartyaképzd
¢lesztok a magasabbrendli alkoholokat is oxidaljak, igy kisebb mennyiségben ezek aldehidjei is

megtalalhatoak a sherry borokban (Magyar, 1998).

2.8.3. A sherry borok szinének fejlodése

A biologiai érlelés soran a bor szine nem sotétedik, annak ellenére, hogy fahorddkban taroljak. A

fino borok egyik legjellegzetesebb tulajdonsaga a halvany szin.
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A szin alakulasat a 470 nm-en mért abszorbancia értékkel lehet nyomon kdvetni, amely a bor
oxidaciojanak fokat mutatja. A hartyaképzo élesztokkel beoltott bor abszorbancidja az érlelés soran
fokozatosan koriilbeliil a felére csokken, mig a be nem oltott bor abszorbancidja nagyjabol a
kétszeresére novekedik. A bor abszorbancidban bekovetkezett csokkenés az élesztohartya kettds
hatasa kovetkeztében kialakult reduktiv kovetkezménynek koszonhetd: egyrészt fizikai gatat jelent
az oxigén szdmara a bor felszinén, masrészt az élesztdsejtek felhasznaljak az oxigént a respiracios
metabolizmus soran (Martinez et al., 1997a).

A borok szinének ndvekedéséért foleg a polifenolok oxidacidja felelés. A polifenolok nem
kizarélag a fahordobol vonddnak ki. A kumarsav és a kdvésav mar a sz616 mustjaban is jelen van. A
protokatechusav mennyisége azonban jelentds ndvekedést mutat fahordos érlelés soran (kb.
haromszoros), ami arra utal, hogy ezen polifenol jelentds része a fabol vonddik ki (Martinez et al.,

1998).

2.9. A Saccharomyces cerevisiae sejtfalanak jellegzetességei

2.9.1. A sejtfal szerepe és dsszetétele

A sejtfal f6 funkcidja minden kétséget kizaréan az ozmotikus védelem. A sejtfal jelenléte nélkiil,
ozmotikus stabilizalas hidnyaban a sejt lizal. A sejt jellegzetes alakjat is a sejtfal biztositja, tovabba
a sejtfal permeabilitdsa nagymértékben befolyasolja a nagy molekuldk bejutdsat és tdvozasat a

sejtbe, illetve a sejtbdl (de Nobel et al., 1990; Stratford, 1994; Klis et al., 2002).

A S. cerevisiae esetében a sejtfal a sejt szaraz tomegének 15-30 %-at, a térfogatnak pedig a

25-50 %-at teszi ki (Lipke és Ovalle, 1998). Az ¢élesztok sejtfala réteges felépitésii (Klis, 1994).

1. A kiilsé réteg foleg mannoproteinekbdl (sejtfal kb. 40 %-a) all. Ez a réteg érzékeny a
proteolitikus ,,tdmadasra”; hatdsara a kiilsé réteg teljesen eltlinik, a sejtek alakja azonban
valtozatlanul megmarad, ami arra utal, hogy a kiils6 protein réteg nem jarul hozza kozvetleniil a
sejtfal mechanikai erdsségének kialakitasdhoz. Feltételezik, hogy egyes sejtfal fehérjék
maganak a sejtfalnak a felépitésében jatszanak szerepet, valamint a sejtciklus egyes fazisaiban
szlikségesek a sejtfalban bekovetkezd szerkezeti valtozasoknal, mint pl. a sarjadzas, a mating
vagy a spordzas. Mas fehérjék az élesztdsejt és a kornyezetiik kozott fellépd interakciokban
lehetnek fontosak, mint pl. az agglutinacid, a flokkulacié és az adhézio (Roy et al., 1991;
Cappellaro et al., 1991; Cappellaro et al., 1994; Roberts és Fink, 1994; Mrsa et al., 1999; Guo et
al., 2000; Reynolds ¢és Fink, 2001).
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2. A belsd, B-1,3-gliikan réteg (sejtfal kb. 50 %-a) felelds a sejtfal mechanikai stabilitdsaért. Maga
a glikan is réteges felépitésti, egy belsd rostos (fibrillaris) és egy sokkal amorfabb kiilsd
rétegbdl all. A kiilsé amorf rétegben kis mennyiségben ugyan, de B-1,6-gliikan is jelen van
(sejtfal kb. 10 %-a), amely fontos szerepet jatszik a belsd és a kiilsé sejtfal komponensek
Osszekotésében (Kollar et al., 1997). A sejtfal B-1,6-gliikandzzal valé emésztésével, nemcsak a
protein réteg tavolitddik el, hanem a belsé réteg amorf része is, csak a rostos, plazma
membranhoz kozel 1évo részt hatrahagyva. Ilyen kezelés utan a sejt eredeti alakja tovabbra is
fennall, azaz maga a rostos legbelso rész felelds a sejtek alakjaért. A gliikdn tovabba az élesztd
killer faktor elsddleges receptora, ezért a gliikkan szintézishez sziikséges gének (KRE gének)
mutécidja toxin rezisztenciat okoz (Lipke és Ovalle, 1998).

A sejtfalban talalhatd még kitin (sejtfal kb. 1-3 %-a), amely a Saccharomyces cerevisiae-nél

elsésorban az anyasejt és a sarjsejt kozotti ,,gylirliben” és a sarjhegekben (Cabib és Bowers, 1971)

talalhatd. Maguk a leanysejtek (sarjak) nem tartalmaznak kimutathatdé mennyiségu kitint (Schekman

¢és Brawley, 1979). A kitin a sejtfalban is megtalalhato, a sejtfal belsd rétegében, kozel a plazma
membranhoz gliikkdn-kitin komplexként. A kitin glikozidos kotésekkel kapcesolodik a B-1,3-gliikan
¢s a B-1,6-gliikdn nem-redukal6 elagazddasaihoz (Kollar et al., 1995). Annak ellenére, hogy csak
kis mennyiségben van jelen a sejtfalban, fontos szerepet tolt be a sejtfal szerkezetében. A kitin
szintézist befolydsoldé mutacidk a sejtek ozmotikus szenzitivitasat, abnormalis morfologiat,
aggregaciot okoznak, valamint a szaporodas leallasat megnyult sarjakkal. Hasonlo lizis/abnormalis

morfologia figyelheté meg megvaltozott kitin eloszlas soran is (Stratford, 1994).

A sejtfal Osszetétele €s szerkezete a szaporodas folyaman jelentésen valtozik, de a sejtfal szintézis

és felépités szigora kontroll alatt all. A sejtfal Osszetételt és felépitést azonban nemcsak a sejtciklus

kontrollalja, hanem azt a kiilsé tényezdk jelenléte — mint pl. a tdpanyag ellatottsagtol, pH,

homérséklet vagy feromonok — is erdsen befolyasolja (Klis, 1994).

2.9.2. Sejtfalfehérjék

Az élesztd sejtfalfehérjéi erdsen glikozilalt polipeptidek, gyakran 50-95 %-os szénhidrat (manndn)
résszel (van der Vaart et al., 1995). A legtobb, de nem az 6sszes fehérje O- és N-szénhidrat lancokat
tartalmaz. Az O-lancok — amelyek a szerinhez vagy a treoninhoz kapcsoldodnak — révid, egyenes
lancok, melyek 1-5 mannozt tartalmaznak a-kotésben. A mannoproteinek O-lancai hozzéjarulnak a
sejtfal stabilitdsahoz, mivel az O-mannozilacidra nem képes proteinek ozmolabilisak (Gentzsch és
Tanner, 1996). Az N-lancok — amelyek az aszparaginhoz kapcsolédnak — egy 8-15 manno6zbol allo

magbol (,,core”) és szamos esetben a maghoz kapcsolodo erdsen elagazd kiilsé lancokbdl allnak
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(Klis, 1994). A sejtfelszini fehérjék szénhidrat oldallancai szamos foszfodiészter hidat tartalmaznak,
amely a sejtfelszin negativ toltését biztositja. A fehérjék oldallancainak fontos szerepe van a sejtfal

hidrofil-hidrof6b tulajdonsaganak meghatarozasaban is (Klis et al., 2002).

A Saccharomyces cerevisiae €lesztd sejtfalfehérjéi harom csoportba sorolhatoak, amely csoportok a
kémiai kotddésben, valamint modjaban kiillonboznek. A fehérjék fiziologiai vizsgalata szerint a

fehérjék sejtfalhoz vald kotddése a sejtfalban betdltott szerepiiket tiikrozi (Terashima et al, 2003).

2.9.2.1. Nem kovalensen kapcsolodo sejtfal fehérjék

A fehérjék a sejtfal szerkezeti elemeihez kapcsolddnak diszulfid hidakkal vagy egyéb nem-kovalens
kotddéssel. A tisztitott sejtfalbol forr6 SDS ¢és merkaptoetanol (Valentin et al., 1984) vagy
ditiotreitol (Cappellaro et al., 1998) segitségével kivonhatoak. Osszesen 9 ilyen fehérjét mutattak ki
(Mrsa et al., 1997), amelyeket a kotddési formajuk alapjan Scw1p-Scw9p-nek neveztek el. Az ide
tartoz6 fehérjék vagy enzimek hidrolitikus, részben glikolitikus aktivitassal, vagy ezen enzimek
homologjai. Egyes fehérjék transzgliikozidazként is miikddhetnek, amivel hozzajarulnak a sejtfal

szerkezetéhez ¢s merevségéhez (Mrsa et al., 1999; Mrsa és Tanner 1999).

2.9.2.2. Gliikanazzal kivonhato kovalensen kapcsolodo sejtfal fehérjék

Szamos fehérje kovalensen kotddik a sejtfal szerkezeti poliszacharidjaihoz (4. dbra). Ezen fehérjék

egy része kiilonbozo gliikanazokkal kivonhatdak (Valentin et al., 1984; Mrsa et al., 1997).

Fehérje Fehérje
Kornyezet
GPI Fehérje GPI
A 4 L \ 4
B1,6-gliikan ASL B1,6-gliikkan
A 4 l 4

Héarom-dimenzi6s, elasztikus €s 0sszefiiggd haldzat, amely mérsékelten elagazo,
hidrogén hidakkal 6sszekapcsolt B1,3-gliikan molekulakat tartalmaz

I 1 Sejt belseje

Kitin Kitin

4. abra: A Saccharomyces cerevisiae sejtfalanak szerkezete (Klis et al., 2006)
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A fehérjék egymadssal nagy szerkezeti hasonlosagot mutatnak (van der Vaart et al., 1995). A
C-terminalis végiikon kivétel nélkiil tartalmaznak egy GPI-kapocs szignalt, amely sziikséges a 3-
1,6-gliikdnhoz valo kovalens kapcsoldodashoz (Lu et al., 1994; Kapteyn et al., 1996; Kollar et al.,
1997; Mrsa ¢és Tanner, 1999). Mindemellett, mindegyik gazdag hidroxi aminosavakban, amelyek
gyakran a szekvencia bizonyos részein csoportosulnak, valamint jelentdsen glikozilaltak (mind
N-, mind O-glikozil4cio). Kevés ismeret van ezen fehérje csoport fizioldgiai szerepérdl, kivéve
azokat, amelyek olyan sajatos folyamatban vesznek részt, mint pl. az agglutinicid vagy a
flokkulacio, illetve egyéb sejtfal fehérjék (Shimoi et al., 1998, Kitagaki et al., 1997). Osszesen 6t
fehérjét lehet a sejtfalbol glilkkanaz készitmény segitségével kivonni, amelyeket Cew1p-Cew5Sp-nek

neveztek el.

2.9.2.3. NaOH-dal kivonhat6 kovalensen kapcsolodo sejtfal fehérjék

A sejtfalhoz kovalensen kotddo fehérjék egy masik csoportjat 30 mM-os NaOH segitségével lehet
kivonni. Hat ilyen fehérjét mutattak ki, amelyeket Ccw6p-Cew11p neveztek el (Mrsa et al., 1997)
¢s a lug érzékenységiik alapjan ASL-fehérjeként tartanak szamon (de Groot et al., 2005). Ezen
fehérjék kozé tartozik a Pir-fehérjék csaladja, amely tagjai egymassal nagyfoku homologiat
mutatnak. Ezek a fehérj¢k a Ccwo6p, a Ccw7p, a CewS8p és a Ccwllp. A Cewllp megegyezik a
CcwS5p-tel, tehat gliikkanazzal is kivonhato (Mrsa et al., 1997). Szekvenalassal megallapitottak, hogy
a CCW6 gén megegyezik a PIRI génnel, mig a CCWS8 gén a PIR3 génnel (Toh-e et al., 1993).
Southern blot kereszt-hibridizacioval kimutattak masik két homoldg gént is, a PIR2-6t és a PIR4-et.
A CCW5 a PIR4-nek, a CCW7 pedig a PIR2-nek felel meg. A PIR gén csaladot eldszor a
viszonylag hossza (18-19 aminosav), sajatos aminosav sorrendet mutatd ismétlodé szekvencidk
miatt vizsgaltak. Az ismétlddo szekvencidk szama 1 (CcwSp) és 11 (Cew7p) kozott valtozik. A Pir-
fehérjék hasonlo szerkezettel rendelkeznek, tartalmaznak egy N-termindlis szigndl peptidet, egy
aktiv Kex2p proteinaz felismerd helyet, egy ismétlddo szekvencidkbol felépiild régiot, valamint egy
er6sen konzervalt C-terminalis régiot négy fixalt helyzetli ciszteinnel (un. 4 cisztein domain) (Klis
et al., 2002). A Pir-fehérjék jellegzetesen gazdagok hidroxi aminosavakban, amelyek legtobbje
O-glikozilalt (Mrsa et al., 1997). A csaldd két tagja (Pirlp és Pir3p) ezen kiviil N-glikozilalt
lancokat is tartalmaz (Russo et al., 1992). A PIRI és a PIR3 kdzeli rokonsagban allnak egymassal
¢s a XI. kromoszoman helyezkednek el. A PIR2 a X. kromoszéman talalhato (Toh-e et al., 1993).
Nem ismert a PIR csalddba tartozé fehérjék pontos funkcidja. A PIR génekkel homolog géneket

talaltak a Kluyveromyces lactis és a Zygosaccharomyces rouxii esetében is, azonban a
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Schizosaccharomyces pombe-ben nem, ami azt sugallja, hogy a PIR gének a sarjadzo6 ¢élesztokben
jatszanak szerepet (Toh-e et al, 1993). A Pirlp, a Pir2p és a Pir3p a sejtciklus korai
G-fazisaban expresszalddnak, amikor a sejtek izotropikusan nodvekednek és a meglévd
makromolekula halozatba 11j sejtfal komponenseknek kell beépiilnie (Kapteyn et al., 1999). Castillo
¢s mtsi. (2003) a Pirdp ismétlodd szekvencigjat tanulményozva megallapitottak, hogy a fehérje
ismétl6dé aminosav szekvencidja nélkiilozhetetlen a sejtfalba valo beépiiléshez, hidnyaban a Pirdp
csak diszulfid hidakkal kapcsolodik a sejtfalhoz, nem képes kovalensen kapcsolddni a B1,3-
gliikdnhoz. Ha az ismétlodés, amely tartalmazza a DGQJO (J valamilyen hidroféob aminosavat jelol)
aminosav szekvenciat, tényleg kozvetlen szerepet jatszik a B1,3-gliilkanhoz valod kapcsolodéasban,
akkor azon Pir-fehérjék, amelyek tobb ismétlodést tartalmaznak, kettd vagy akar tobb p1,3-gliikan
molekulat is dsszekdthetnek. Ez jelentdsen erdsithetné a sejtfalat (de Groot et al., 2005; Klis et al.,
2006). Megfigyelték tovabba, hogy a PIR csaladba tartozd génekben bekovetkezd mutacio a
generacidos 1d0 kismértékii novekedését eredményezi. A mutans sejtek morfologidja jelentésen
kiilonbozik a vad tipustol, ugyanis a sejtek térfogata novekedik, sok sejt szabalytalan alakot vesz
fel, valamint a sejtek csomodkba csapddnak 0ssze (Mrsa és Tanner, 1999).

A PIR fehérjék koziil a Pirdp kb. 50 %-a kivalasztodik a tapkozegbe, mig a Pir2p fdleg a
tapkozegbdl izolalhato vissza, a fehérjének kb. 2-4 %-a marad csak a sejtfalhoz kototten (Moukadiri

¢€s Zueco, 2001).

2.9.3. Stressztényezok hatasa a sejtfal szerkezetére

A borok fermentacidja €s biologiai érlelése soran az éleszték szdmos stressztényezdnek vannak
kitéve, mint pl. oxidativ stressz, megemelkedett hdmérséklet, kis pH, nagy etanol és acetaldehid
koncentracio, illetve korlatozott tapanyag €s €hezés (Zuzuarregui €s del Olmo, 2004).

Az etanol, az acetaldehid és az acetdt metabolizmusa a S. cerevisiae esetében viszonylag komplex,
mivel szamos enzim vesz részt benne, valamint a sejt redox egyensulyatdl is fiigg (Aranda és del
Olmo, 2003). Az etanolon valdé novekedéskor a mitokondriélis enzimeknek van jelentdségiik (Wang
et al.,, 1998; Saigal et al., 1991), ahol is az etanol acetaldehiddé vald atalakitasat az alkohol
dehidrogenaz végzi. A mitokondridlis ALD enzimeket az ALD4 ¢és az ALDS5 gének kddoljak,
amelyek expresszidja erds gliikdz represszio alatt all (Jakobson és Bernofsky, 1974). Mivel a
keletkezé acetaldehid gyengébben diffundal at a plazma membranon, mint az etanol, jelentds
intracellularis akkumuléacié figyelhetd meg az élesztOben, amely a kiilsd koncentracionak akar
10-szeresét is elérheti (Stanley és Pamment, 1992). Az ilyen nagy acetaldehid koncentracio szamos

metabolikus aktivitast gatol, illetve az exponencidlis sejtekben egyes, a stressz valaszért felelds
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gének expresszidjat indukalja. Ilyenek a HSP12, a HSP26, a HSPS2 és a HSP104 (Carrasco et al.,
2001; Aranda et al., 2002), valamint az ALD gének (Aranda és del Olmo, 2003).

A kiilonbo6zd stressztényezOk a sejtfalra is hatdssal vannak. Olyan sejtfal-stressz hatasara, amely a
sejtfal gyengiilését okozza, szamos GPI-fehérje, valamint az Osszes Pir-fehérje expresszidjanak
szintje megnd, ami ezen fehérjék sejtfal megerdsitésében valod részvételére utal (Kapteyn et al.,
1999; de Groot et al., 2005).

Természetes kdrnyezetben a borélesztéknek kis pH értékeket kell elviselnitik. Az kis pH értékekhez
torténd adaptacio valtozast okoz a sejtfal Osszetételben és szerkezetben. Savas pH értékek esetében
a Pir2p sokkal nagyobb mennyiségben van jelen a sejtfalban. A nagyobb mennyiség nem a fehérje
megnovekedett expresszidjanak tulajdonithatd, hanem a Pir2p-nek a sejtfalba vald hatékonyabb

beépiilésével (Kapteyn et al., 2001; Klis et al., 2002).

2.94. Sejtfalfehérjék szerepe az adhézioban, az invaziv novekedésben és a biofilm

képzésben

Az ¢lesztésejtek adhézidja (flokkulacioja) specidlis sejtfelszini fehérjék, ugynevezett adhezinek
vagy flokkulinok segitségével torténik. Az adhéziot két nagy csoportra lehet osztani: a lektin-tipusu
adhézioé (cukor érzékeny) és a cukor érzéketlen adhézid. A Saccharomyces cerevisiae lektin-tipusa
adhézioja esetében az adhezin (a FLOI, FLOS5, FLOS ¢és FLOI0O gén termékei) a masik sejt
sejtek lektin-tipusu adhézidja két alcsoportra oszthatd tovabb, a Flol és a NewFlo kategoéridkra. A
Flol csoport adhezinjei kizar6lag manndzhoz kapcsoldodnak, mig a NewFlo csoport adhezinjei a
mannéz mellet, glilkdzhoz illetve gliikéz oligomerekhez (pl. a maltoz) is képesek kapcsolddni. A
cukor érzéketlen adhézid esetében az adhezin (a FLOII gén terméke) a cukrok helyett a
peptidekhez kotédik, vagy a sejtfelszin hidrofobicitasanak megnovelésével eldsegiti a sejtek €s az
abiotikus felszinek kozotti hidrofob kdlcsonhatasok kialakuldsat (Kang és Choi, 2005). A FLOI1
gén terméke a flokkuldcion kiviil az alhifa képzésben, az invaziv ndvekedésben, valamint az
agarhoz, illetve egyéb feliiletekhez valo adhézidban is szerepet jatszik (Lambrechts et al., 1996; Lo
¢s Dranginis, 1996; Lo ¢és Dranginis, 1998; Guo et al., 2000; Reynolds ¢és Fink, 2001; Bayly et al.,
2005). Az ¢lesztésejtek alhifds novekedésre valo atvéaltasanak képessége, valamint invaziv
novekedésiik virulencia faktor lehet. Mind az alhifas, mind az invaziv novekedés torzsfiiggo, de
nem mindig kapcsolt jelenség, tovabba az alhifa képzés nem elofeltétele az invaziv ndvekedésnek.
Immungyenge betegek hemokultirdjabol azonban néhany esetben izolaltak S. cerevisiae torzseket,

amelyek kozott pékélesztd és probiotikus hatasu (var. boulardii) torzsek is megtaldlhatok voltak
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(Llanos et al., 2006) Klingberg ¢és mtsi. (2008) vizsgalatai alapjan a klinikai és nem-klinikai
(¢lelmiszer) eredetli Saccharomyces cerevisiae izolatumok alhifaképzése és invaziv ndvekedése
kozott nincs szignifikans kiilonbség. Azonban sem a klinikai, sem a nem-klinikai S. cerevisiae
torzsek nem okozzak az emberi hamszovetek destabilizaldsat egészséges immunrendszeri
egyéneknél, hatasuk inkabb a probiotikus baktériumokéhoz hasonld, azaz egészséges emberi

gyomor-bélrendszerre védo hatasuk lehet.

Az adhéziot kodoldo gének expresszidja nem konstitutiv, az aktivalast kiilonbozé kornyezeti
tényezok, mint pl. szénhidrat és/vagy nitrogénéhezés, illetve a pH és etanol szint valtozasa valthatja
ki, ezaltal az élesztok adhézids képessége a stresszhez vald adapticio egyik moddja lehet.
(Verstrepen ¢és Klis, 2006; Sampermans et al., 2005)

A kornyezeti tényezok valtozasa egyes Saccharomyces cerevisiae haploid sejtjeiben
adheziv/invaziv novekedést indukal (glilkéz hiany), mig a diploid sejtek esetében alhifa képzést
idéz eld (nitrogén hiany) (Cullen és Sprague, 2000). Ezen morfoldgiai folyamatok a Flollp
sejtfelszini jelenlétét igényelik (Braus et al., 2003). A FLOI1 expresszidjanak hidnya esetén az
adheziv/invaziv novekedés, illetve alhifa képzés elmaradhat. Ilyenek pl. az S288c genetikai hatterii
S. cerevisiae torzsek, amelyeknél a FLOII nem expresszalodik a szabalyozd FLOS génben
bekovetkezett nonsense mutacido kovetkeztében, azonban ezt a tenyésztés koriilményei is
befolyasoljak (Mortensen et al., 2007).

Mint mas gliikdz hidny altal kivaltott folyamat, az adheziv/invaziv novekedés is az Snfl protein
kinaz jelenlététdl fligg (Cullen és Sprague, 2000). Az Snfl a FLOII transzkripcidjat pozitivan
szabalyozza, ugyanis gatolja az Nrgl és az Nrg2 fehérjék negativ, gatlo tulajdonsagat, igy a FLO!1
expresszidjanak derepresszalasat valtja ki. Tovabba az Snfl aktivitds novekedése a FLOII
megnovekedett expresszidjat és igy az adheziv/invaziv tulajdonsag javuldsat eredményezi. Ez
azonban nemcsak az adheziv/invaziv ndvekedésre, hanem az alhifa képzésre is igaz (Kuchin et al.,
2002). A FLOI1 transzkripcidjat a ploiditas is befolyasolja. A ploiditdas ndvekedésével a torzsek
adhézidja csokken, pl. a diploid sejtek adhézidja nem olyan jo, mint a haploid sejteké (Reynolds és
Fink, 2001). A FLOI11 til-expresszaltatasaval azonban a diploid sejtek invaziv képessége javithato
(Lo és Dranginis, 1998).

Reynolds és Fink (2001) kimutattdk, hogy a laboratoriumi S. cerevisiae torzsek esetében a biofilm
képzés indukalhato, valamint, hogy a folyamathoz a FLOII gén sziikséges. A borélesztok flor
képzése, amely sz6 biofilmnek tekinthetd, szintén gliik6z hidny esetén indukalodik (Cantarelli és
Martini, 1969) etanol jelenlétében. A flor, mas mikrobialis biofilmekhez képest nem tartalmaz

poliszacharid vagy fehérje matrixot, hanem kizarélag usz6 élesztorétegbdl all. A flor torzsek
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esetében a FLOI1 expresszidjanak mértékét a kiilonbozoé szénforrasok (glikkdéz vagy etanol) nem
befolyasoljak, azonban a sejtfelszin hidrofobicitasa jelentés mértékben eltér. Az etanol jelenléte a
novekedését eredményezi, tovabba egyéb hidrofob képletek, mint pl. zsirsavak kapcsolddhatnak a
Flol1p-ben taldlhatdo szerinhez és treoninhoz (a Flollp 50 %-a szerin és treonin), ami a
sejtfelszinnek hidrofob tulajdonsagot kolcsondz (Ishigami et al., 2006). Mindemellett a FLOI1
delécidja nem akadalyozza meg a flor képzést, ez azt jelzi, hogy egyéb faktorok is szerepet
jatszhatnak (Fidalgo et al., 2006). Ishigami és mtsi. (2006) a FLOIl génnel homoldg gént
mutatottak ki PCR segitségével, amely hozzajarult a sejtek hidrofobicitdsanak noveléséhez ¢és a flor

képzéshez.

2.10. Az élesztésejtek hidrofob tulajdonsagai

A mikrobasejtek sejtfelszini tulajdonsdgai — mint pl. a sejtfelszini hidrofobicitds — szdmos
jelenségben (aggregacio, flotacio és adhézio) részt vesznek, amelyek fontos szerepet jatszanak a
biotechnologiaban (soripar, immobilizalt sejteket alkalmazé reaktorok), a folyamattervezésben, az
anyag technologiaban (eldugulas), az orvostudoményban (implantitumok biokompatibilitasa,

foglepedék) és a természetvédelemben (vizkezelés, bioremedidcio) (Dengis €és Rouxhet, 1997).

A hidrofob sejtfelszini komponensek szerepét a szilard felszinen valo biofilm képzés esetében is
megfigyelték, ahol a sejtfelszin hidrofob jellege szerepet jatszik az élesztOsejtek matrixhoz,
valamint a mar kapcsolddott sejtekhez valod kapcsolodasban (Verstrepen és Klis, 2006). Azonban
mig a szilard felszinen kialakuld biofilm képzddésnél a sejtek egy exopoliszacharid matrixba
vannak agyazddva, a folyadék feliiletén torténd hartyaképzés soran sem kiilso, sem belsé specifikus

képzédményeket nem taldltak. A boraszatban a sejtfelszin hidrofébicitasa fontos szerepet jatszik a

crer

crer

1996).

A sejtfelszini hidrofobicitast azonban nemcsak sejtfelszini fehérjék okozhatjak. Egyes szerzok
szerint a hidrofobicitds nagymértékben fiigg a sejtfelszinen jelenlévd zsirsavaktdl, ami
szénforrasokkal befolyasolhatd, ugyanis limura és mtsi. (1980b) kimutattdk, hogy 0,5 N natrium-
hidroxiddal val6 kezelés, amely a sejtfelszinen 1€évo zsirsavakat tavolitja el (féleg palmitoleinsav és

oleinsav) erds hidrofobicitas csokkenést eredményez.
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Miés szerzok szerint a hidrofobicitds novekedése a sejten beliili lipid komponensek
mennyiségének ndvekedése hozzédjarulhat a sejtek stirliségének csokkenéséhez, ezaltal eldsegitve a
sejtek folyadék felszinre valo felemelkedését. Tovabba, a szterolok mennyisége ¢s a foszfolipidek
telitetlen zsirsav Osszetétele fontos szerepet tolt be a plazmamembran tulajdonsagaiban, mivel a
membran fluiditdsdban jatszanak szerepet és befolyasoljadk a membran-kapcsolt enzimek aktivitasat
(Alexandre et al., 1994). A plazmamembran milkodése kozvetleniil Osszefiigg a sejt
¢letképességével (Rozes et al., 1988; Mauricio et al., 1991), valamint az alkohol toleranciaval
(Mishra ¢és Prasad, 1989; Castillo, 1992). Ez 6sszefiiggésben lehet a membranok aerob koriilmények

kozott megndvekedett integritdsaval és mikddésével.

2.10.1. Elesztésejtekben eléfordulé lipidszemesék

Szamos eukariota sejtben — novényi sejt, emlds sejt, és egysejtli organizmusok, mint az élesztd
(Clausen et al., 1974; Schaffner és Matile, 1981) — kimutattak intracellularis lipid cseppeket. Az
emlosok lipid szemcsék szerkezete viszonylag egyszerti. Erdsen hidrofob, neutrélis lipideket
(trigliceridek és/vagy szteril-észterek) tartalmazd magbol, és polarisabb komponenseket tartalmazo

felszini rétegbdl allnak.

Clausen és mtsi. (1974), valamint Schaffner és Matile (1981) az ¢éleszt6 lipid szemcsé€k biokémiai
Osszetételét tanulmanyozva megallapitottdk, hogy a lipid cseppek itt is foleg trigliceridekbdl és
szteril-észterekbdl allnak (kb. 50 % mindegyik), valamint kis részben foszfolipidekbdl. Ezeket az
eredményeket Zinser és mitsi. (1993) is megerdsitették. Feltételezik, hogy a lipid részecskék
trigliceridjei és szteril-€szterei a membran felépitéséhez sziikséges komponensek raktdrozasara
szolgalnak. Daum ¢és Paltauf (1980) kimutattdk, hogy zsirsav hidny esetén a szteril-észterek és
trigliceridek zsirsavjai mobilizalhatéak, valamint a Saccharomyces cerevisiae élesztok szteril-
észterei és szabad szteroljai egymadsba atalakithatdak a metabolizmus sordn, a szaporodasi fazisatol
fliggben. Az aktiv szaporodas folyaman ugyanis a szteril-észterek hidrolizalodhatnak és a szabad
szterolok ujrahasznosulhatnak a membran szintézisben (Lewis et al., 1987).

A lipid részecskéknek jellegzetesen gombszerli szerkezetiik van, csak néhany esetben figyeltek meg
kisebb deforméciot. A cseppek tobbségének az atlagos atmérdje 0,3-0,5 um, habar nagyobb, 1,2-1,6
um-es méret is eléfordulhat. A lipid cseppeket egyrétegti foszfolipid molekularéteg veszi koriil, a
részecskék fehérje mennyisége azonban elhanyagolhat6. Ezek a fehérjék foleg a cseppek felszinén

helyezkednek el, €s egyéb sejtmembranokkal valo kapcsolatok kialakitdsdban vesznek részt. A lipid
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részecskék €s a vakuolaris membran erésen Osszeragadhat, ami megneheziti a lipidek izolalasat. A

részecskék foszfolipid Osszetétele eltér az élesztd membranokban talalhatd foszfolipidekétdl, ami

féleg a nagy foszfatidil-inozitol tartalomnak tulajdonithatd. Az élesztékben talalhato lipid cseppek

altalanos Osszetételét az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat: A lipid részecskék altalanos lipid Osszetétele (A) és ezen belill a foszfolipidek

osszetétele (B)(Leber et al., 1994)

A/ B/

A lipid részecskék tomeg A lipid részecskék osszes foszfolipidre
osszetétele %-a foszfolipidjeinek Osszetétele es6 %
Trigliceridek 51,2 Foszfatidil-kolin 36,4
Szteril-észterek 44 4 Foszfatidil-inozitol 31,6

Protein 2,6 Foszfatidil-etanolamin 20
Foszfolipidek 1,3 Foszfatidil-szerin 5,4
Szkvalének 0,5 Dimetilfoszfatidil-etanolamin 39
Szterolok <0,3 Foszfatidsav 2,7

Valero és mtsi. (2002) széleskortien vizsgaltdk a fermentacio és hartyaképzés soran bekodvetkezo

valtozasokat az €lesztdsejtek lipid Osszetételében és tartalmaban.

1.

Az alkoholos fermentaci6 sordn az ¢lesztok foszfolipid tartalma csokken. A fermentaciod
lejatszodasa utan a foszfolipid tartalom tovabb csdkken, mind a hartyaképzés, mind pedig a
hartyaképzés gatlasa esetén, azonban ez a csokkenés a hartyat képzo ¢€lesztok esetén kisebb,
ezért nagyobb foszfolipid tartalommal rendelkeznek.

Az ¢lesztOk domindns zsirsavai a palmitinsav (C16), a palmitoleinsav (C16:1), a sztearinsav
(C18) és az oleinsav (C18:1). A fermenticid6 folyaman a 16 szén-atomszamu zsirsavak
mennyisége csokken, mig a 18 szén-atomszamuaké nd. Az erjesztés utan torténd érlelés soran
az oleinsav mennyisége nagymértékben novekedik, az Osszes zsirsavnak akar a 60 %-at is
kiteheti. Hartyaképzés gatldsa esetén a zsirsavak szdzalékos ardnya nem valtozik szignifikansan,
azonban nagy mennyiségli zsirsav akkumulalodik. Ez feltehetden annak tulajdonithatd, hogy a
sejtek szaporodasa ledll, a zsirsavak bioszintézise azonban bizonyos ideig még folytatodik. A
fermentacio alatt az élesztok telitetlenségi indexe kb. 0,5. Ez megfelel az ¢leszték optimalis
értekének. Hartyaképzés soran az index kismértékii ndvekedést mutat, akar a 0,7-es értéket is
elérheti.

A 18 szén-atomu zsirsavak mennyiségében bekdvetkezd novekedés azt jelzi, hogy a fermentacio

befejezésével az élesztok egy adaptacios fazisba 1épnek, melynek sordn az oleinsav aranya nd
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mas zsirsavak rovasara. Ezért a hartyaképzésre vald atvaltas a zsirsavak telitetlenségi indexének
novekedését okozza (féleg a C18:1/C18 arany nd) (Farris et al., 1993). Ez befolyasolja az
¢lesztd etanol tolerancidjanak ndvekedését, talan a hidrofob jelleget, valamint a siirliség
csokkenését. Eredményképpen a sejtek felemelkednek a bor felszinére.

3. Szterolok koziil az élesztékben a szkvalén €s az ergoszterin a legjelentésebb. Hartyaképzéskor
az ergoszterin mennyiségében csokkenést lehet megfigyelni, ami valoszinlileg a lassu
szintézisnek tulajdonithat6. A hartyaképzés gatldsa esetén azonban mind a szkvalén, mind pedig
bizonyos szterin intermedierek €s az ergoszterin akkumulalodik a szaporodas gatlasa miatt.

Az ergoszterin/foszfolipid ardny a fermentacid6 soran végig alacsony, ami a foszfolipid

akkumulacionak (foleg telitett zsirsavak) koszonhetd. A hartyaképzés soran ez az ardny stabil

maradt. Van der Rest és mtsi. (1995) szerint az optimalis sejtaktivitds szempontjabol <1
ergoszterin/foszfolipid arany a kivanatos. A hartyaképzés gatlasa esetén ez az arany nagymértékben
novekedik (>1), ami a foszfolipid tartalom csokkenésének és az ergoszterin akkumulacionak

koszonhetd, ez pedig az életképesség csokkenését eredményezi.

2.10.2. Oxidalt zsirsavak (oxilipinek) a sejtfelszinen

Az oxilipinek oxidalt telitett és telitetlen zsirsavak, amelyek széles korben megtaldlhatdoak a
természetben — pl. ndvényekben, allatokban és egyes mikroorganizmusokban — mint a kiilonb6z6
komplex lipidek és szabad karboxilsavak Osszetevoi (Kock et al., 2003). Nagyszamu telitetlen
hidroxi zsirsavakat talaltak gombakban, amelyek a lipoxigenaz, a dioxigenaz vagy a citokrém P-
450-kozvetitett utvonalakon keletkeznek. A gomba oxilipinek tobbsége oleinsavbdl vagy
linoleinsavbol keletkezik, de vannak példak arachidonsav-szdrmazék (AA-szarmazék) oxilipinekre
is (Bhatt et al., 1998). Ezen komponensek jelenlétérdl eldszor Stodola és mtsi. (1967) tudositottak a

Rhodotorula graminis és a Rhodotorula glutinis térzsek extracelluléris glikolipidjében.

Az oxilipinek erds biologiai aktivitdssal rendelkeznek, és fontos szerepet toltenek be a
sejtmitkodésben (van Dyk et al., 1994). Az oxilipineknek fontos szerepiik van az aszkosporak
(Kock et al., 1999). Kock ¢és mtsi. (2004) az Eremothecium ashbyi aszkosporainak nano-méretii
uszonyszerl képzédményein, valamint a Dipodascopsis uninucleata sporainak horogszerii képletein
mutattdk ki a 3-hidroxi oxilipinekkel valé boritottsagot. Az Eremothecium sinecaudum
aszkospoérain szintén taldlhatoak oxilipinekkel boritott nano-méretli felszini képzoddmények. A

hagyomdnyos aszkospora festés szerint ezek a részek hidrofobok (Bareetseng et al., 2004). Ettdl
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eltéréen az Eremothecium coryli aszkosporainak a teljes felszinét 3-hidroxi oxilipin boritja (Leeuw

et al., 2005).

A 3-hidroxi oxilipinnel boritott felszini képzddmények keletkezése azonban nem korlatozodik az
aszkosporakra. Oxilipinek, mint pl. a prosztaglandinok jelenlétérdl tudositottak a patogén Candida
albicans élesztében is (Harris et al., 2002). Az aszpirin mar tobb mint egy évszazada ismert NSAID
(non-steroidal anti-inflammatory drug), jelentds antifungalis aktivitassal. Alem és Douglas (2004)
kimutattdk, hogy az aszpirin a Candida biofilm képzddését 95 %-ig gatolta az oxilipin termelés
gatlasa révén. Az aszpirin jelenléte az €lesztdsejtek adhézios periodusaban csak minimalis hatassal
rendelkezett a biofilm kialakuldséara, viszont az érett biofilmre jelentds hatéssal rendelkezett, mar a
gyogyszer fiziologids koncentracioja (75-200 uM) is 20-80 %-kal csokkentette a biofilm aktivitasat.
A planktonikus sejtek életképességét drasztikusan csokkentette (1 %-ra), de az altalaban ellenéllo a
szilard feliileten kialakul6 biofilmben taldlhat6 sejtek életképességét is jelentdsen redukalta (1,9 %).

Mindenesetre az aszpirin biofilm gatlo hatdsa nem egyediil az antifungalis hatasnak koszonheto.

A Saccharomyces cerevisiae egyes torzsei (koztiik a fermentacios eljarasokban alkalmazottak is)
rovid szénlancti (foleg 8 szénatomos) oxilipineket termelnek. A nem-ivarosan flokkulalo
Saccharomyces cerevisiae szintén tartalmaz 3-OH 8:0 és 3-OH 10:0 oxilipineket a sejtfelszinen,
amelyek kapcsolatba hozhatdak bizonyos ,,ragados” képzddményekkel, amelyek szerepet jatszanak
a flokkulacidéban. Ha acetilszalicilsavat (aszpirint) adagoltak a S. cerevisiae tenyészetéhez, nemcsak
a flokkulaci6 gatlodott szignifikdnsan, hanem a 3-hidroxi 8:0 termelése is. Ezen eredmények
egyértelmi 0sszefliggést mutatnak a 3-OH 8:0 oxilipinek jelenléte és a sejtek flokkulacidja kozott
(Strauss et al., 2005). Kock és mtsi. (2000) a flokkulens élesztében az oxilipin eloszlast 3-hidroxi
oxilipin-specifikus antitestekkel vizsgaltak. A vizsgalat szerint az oxilipinek a ndvekedés korai
fazisatol kezdve folyamatosan szintetizdlodnak, és a sejtfallal vannak kapcsolatban. Az iddsebb
sejtben egy ozmofil réteg jelenik meg a sejtfallal erésen tarsulva és kismértékben atfedve. A
flokkuléci6 kezdetekor ez a réteg elkiiloniil, mig kitiiremkedések keletkeznek, amelyek a sejtfalon
keresztiilhatolnak. Erdekesség, hogy az ozmofil réteg ,,szellemszertien” hatol at a sejtfalon, lathato
sejtfal szerkezet valtozds nélkiil. Hasonld kitiiremkedések figyelhetéek meg egyes ,érett”
flokkulens sejtek felszinén, valamint a flokkuldlo sejtek kozott is. Az oxilipinek mennyiségének
novekedése egybeesett a Straver és mtsi. (1993) altal megfigyelt sejtfelszini hidrofobicitas
novekedéssel a flokkulacié sordn. Tovabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a sejtfalhoz kapcsolodo
oxilipinek nemcsak a flokkulens Saccharomyces cerevisiae sejtekben, hanem mas S. cerevisiae

torzsekben is jelen vannak (Kock et al., 2000).
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2.10.3. A sejtfelszini hidrofobicitas és mérésének lehetoségei

Az irodalomban szdmos modszer taldlhaté a hidrofobicitds meghatarozasara. Azonban egyik
modszer sem kizarolagosan a sejtfelszin hidrofobicitasat irja le, ugyanis az alkalmazott kisérleti
paraméterek is nagymértékben befolyasoljak a megfigyelt hidrofob kdlcsonhatast, valamint egyéb
nem hidrofob hatasok is zavarhatnak (Rosenberg et al., 1980).

Altalanossagban azonban elmondhat6, hogy a hidrofil sejtek hidrofil, mig hidroféb sejtek a hidrofob
szubsztratumokhoz kotédnek jobban. Ha azonban a szubsztratum és a sejtfelszin toltése azonos,

akkor a taszito elektrosztatikus kolcsonhatasok hatranyosan befolyasoljak a kotodést.

Széleskortien tanulméanyoztdk a flokkuldlé sejtek hidrofobicitasat. A flokkulacio sejtfelszini
fehérjék altal létrehozott aggregacio. A S. cerevisiae-nél haromféle flokkulens tipust irtak le,
figyelembe véve a cukrok altal okozott reverzibilis gatlast (Stratford és Assinder, 1991; Masy et al.,
1992). A kiilonb6z6 flokkulens sejtek mind hidroféboknak bizonyultak, csak a hidrofobicitas
mértékében kiilonboztek. A flokkulacio azonban megfigyelhetd volt CSH hidanyaban is (Suzzi et al.,
1994). A flokkulacio erdsen fiiggott a flokkulacios puffer pH értékétdl, a hidrofobicitast a méréshez
hasznalt puffer pH értéke azonban nem befolyasolja szignifikansan (pH 2-10 intervallumban) (Smit
et al., 1992). Annak ellenére, hogy flokkuldci6 egyes szénhidratok jelenlétére érzékeny, a
monoszacharidok (1000mM-os koncentracidig) nem befolyasoljak a sejtfelszin hidrofébicitasat,
illetve EDTA (25 mM) adagolasa sem (amely szintén gatolja a flokkulaciot a Ca>” megkotése altal).
A flokkulens ¢lesztésejtek proteolitikus enzimekkel vald kezelése azonban erds csokkenést
eredményezett a hidrofobicitasban (Suzzi et al., 1994). Az enzimekkel valoé kezelés a flokkulacios
képességet is megsziinteti, igaz nem minden esetben (Smit et al., 1992). Ez azt a feltevést igazolja,
hogy a hidrofobicitast ugyan a sejtfelszinen 1évo fehérje természetii anyagok okozzék, azonban ezek
valoszinlileg kiilonboznek a sejt-sejt kapcsolatot kialakitd fehérjéktol. Szaporodas soran az
flokkulens sejtek hidrofobicitdsa az exponencidlis fazis végénél gyorsan ndvekedik. Ez az
emelkedés a hidrofobicitasban roviddel megeldzi azt a pillanatot, amikor a sejtek szaporodasa leall

¢s flokkulensé valnak (Smit et al., 1992)

Szamos, a természetben el6forduld mikroorganizmus képes a fermentacidos médium levegd-viz
hatérfeliileten habot vagy filmet képezni. A habzést okoz6 élesztok sejtfelszine erésen hidrofob. A
habzast okozo ¢€lesztok azonban egyes szempontbdl eltérden viselkednek a flokkulalo élesztoktol,
ugyanis pl. a habzast okozo €lesztok esetében az EDTA a hidrofobicitast erdésen csokkenti, valamint
protedzzal valo kezelés nemcsak megsziinteti a hidrofobicitast, de a sejtek minden esetben elvesztik

habzasi képességiiket is. A habzast okozé é€lesztok esetében a szaporodds soran a hidrofdbicitas
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mértéke nem emelkedik, hanem pont ellenkezdleg, kismértékii csokkenést mutat (Romano et al.,

1994).

A flor élesztok sejtfelszinének hidrofobicitasat limura és mtsi. (1980b) tanulméanyoztak kiterjedten.
Az etanol a hidrofobicitas jelentds novekedését eredményezi. Minél nagyobb az etanol
koncentracio, anndl nagyobb a CSH. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az etanol kedvez a
hartyaképzésnek a CSH emelése altal, bar a hidrofobicitast a sejtek kora is befolyasolja. A stacioner
sejtek hidrofobicitasa nagyobb, mint a logaritmikus fazisban 1év6 sejteké. Erdekesség, hogy etanolt
tartalmazo kornyezetben a sejtek nem mutatjak ezt a kiillonbséget. A pH emelésével a hartyaképzés
csokken és a hidrofobicitds mértéke csokken, mig a lesiillyedd sejtek mennyisége nd. A nagy
hidrofob érték sziikségesnek tlinik a film-képzéshez, habar a CSH nem az egyediili meghatirozo a
film-képzésnél, ugyanis kimutattak, hogy a 1égzésdeficiens mutansok, amelyek nem képesek hartyat

képezni, megtartjak a magas CSH értéket (Alexandre et al., 1998).

A hidrofobicitas leirasara legelterjedtebben a szénhidrogénekhez valé adhézido mérését alkalmazzak.
Az adhézio esetében, ugyanigy, mint az aggregacid soran bonyolult van der Waals erdk,
elektrosztatikus kolcsonhatdsok, valamint a sejtfelszin strukturaja is befolyasolhatja a hidrofobicitas
mértékét (pl. a hexadekan cseppek vizes szuszpenzidban erésen negativ toltéstiek). gy a MATH
modszer nemcsak a sejtfelszin hidrofob jellegét jellemzi, hanem részben a sejtfelszin toltési
tulajdonsagait is. A sejtek kiilonbozé pH értékii pufferben vald szuszpendalasdval meg lehet
valtoztatni a sejtfelszini csoportok protonalédasanak mértékét, amivel befolyasolhat6 a sejtfelszinen
1év0 elektrosztatikus kolcsonhatasok nagysaga (van der Mei et al., 1993).

Az elektrosztatikus és van der Waals kolcsonhatdsok mellett a Lewis sav-bazis kdlcsonhatasok
szerepe is jelentds. A sav-bazis tulajdonsag meghatdrozhatd a ,,contact angle” modszerrel, van Oss
¢s mtsi. (1988) altal kifejlesztett egyenlet alapjan, viszont bonyolult berendezést igényel. Ezért
kidolgoztak a MATH mddszeren alapulo egyszerli, gyors és kvantitativ MATS moddszert. A MATS
modszer lehetévé teszi a mikrobak elektron donor/elektron akceptor (sav-bazis) tulajdonsdgainak a
meghatarozasat ¢és lehetdséget nyljt a vizes rendszerben 1évo szilard feliiletekhez vald adhézio
becslésére. A moddszer a mikroba sejt monopolaris ¢és apolaris oldoszerekhez valo affinitas
Osszehasonlitdsan alapul. A monopolaris oldoszer lehet savas (elektron akceptor) vagy bazikus
(elektron donor), de mindkét oldoszernek azonos Lifshitz-van der Waals feliileti tenzidval kell
rendelkeznie.

A MATS mérés esetén nagy elektrolit koncentracidkat alkalmaznak (pl. 0,1M KNOj; vagy 0,15M
NaCl), hogy a sejttoltés maszkirozasaval elkeriiljék a toltés zavard hatdsat (Briandet et al., 1999;

Mercier-Bonin et al., 2004).
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A MATS mérés soran egyediil az apoléris oldoszerhez (hexadekdnhoz, dekédnhoz) valé adhézio
jellemzi a sejtfelszini hidrofobicitast vagy hidrofilitast, mivel a nagy elektrolit koncentracid miatt
nincsenek elektrosztatikus kolcsonhatdsok. A tovabbi MATS értékek (monopolaris olddszerek) a
mikrobasejtek elektron donor (bazikus), illetve elektron akceptor (savas) tulajdonsagardl adnak
informaciot. Tovabba az oldészerek azonos feliileti tenzidjanak koszonhetden az oldoszerparok
esetében kapott eredmények kozotti kiilonbségek a mikroba sejtfeliileteken jelenlévd Lewis sav-
bazis kolcsonhatasokra utalnak (Bellon-Fontaine et al., 1996; Pelletier et al., 1997).

A legtobb mikroba sejtfelszine elektron-donor, csak néha lehet elektron-akceptor sejtfelszint talalni.
Az uralkod¢ jellegii elektron-donor karakter kovetkezményeként szinte minden mikroba sejtfelszin
képes részt venni sav-bazis kolcsonhatdsokban. A sejtfelszinek sav-bazis tulajdonsaganak
kiilonbségei képezik az eltéréseket a torzsek sejtfelszini hidrofobicitdsaban (van der Mei et al.,

1998).

2.11. Borélesztok identifikalasa és tipizalasa molekularis modszerekkel

A molekularis moddszereknek egyre nagyobb jelentdségiik van az ¢€lesztok azonositdsaban és
karakterizalasdban a hagyomanyos, fenotipusos tulajdonsagokon alapuldé modszerekhez képest. A
molekularis modszerek a DNS polimorfizmusan alapulnak ¢és faj, illetve torzs szintli elkiilonitést

tesznek lehetdveé az iparban is gyakran alkalmazott mikroorganizmusok kozott.

2.11.1. Kariotipizalas

A pulzélo gélelektroforézissel meghatarozhatd kromoszéma szamot és méretet széles korben
alkalmazzak a boraszati torzsek azonositadsara (Bidenne et al., 1992; Martinez et al., 1995). Az ipari
torzsek sokszor nagymértékli kromoszoma hosszusag polimorfizmust mutatnak. A borélesztok is
valtozatos elektroforetikus kariotipussal rendelkeznek (Yamamoto et al., 1991; Vezinhet et al.,

1990).

A kariotipus a flor ¢éleszték esetében kevésbé polimorf (Esteve-Zarzoso et al., 2004). A flor
S. cerevisiae élesztok specifikus mintdzatot mutatnak kis eltérésekkel (extra kromoszomak, vagy
kisebb méretbeli kiilonbségek). A kismértékii eltérések és a fizioldgiai valtozatok kdzott nem lehet
Osszefliggést kimutatni. Szinte az 6sszes flor élesztd esetében a X., az V., a VIIL., a IIl., a VI. és az

I. kromoszoma kisebb, mig a XI. nagyobb a laboratoriumi térzsekhez képest. Ezt a mintazatot ,,flor
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standard”-nak nevezték el (Martinez et al., 1995). Az elektroforetikus kariotipus j6 moddszernek

tlinik a flor torzsek elkiilonitésére, azonban a modszer draga és iddigényes (Maraz et al., 1999).

A borélesztok és a flor €lesztok kozott a CLP-ben tapasztalt eltérés a borkészités soran fellépd,
eltérd szelekcids nyomasnak tulajdonithatdé — mint pl. a nagyobb etanol tartalom (15 %) és az
oxidativ metabolizmus. Szdmos tuddsitas beszamol az etanol és az acetaldehid mutagén hatasarol az
éleszté kromoszomalis DNS-re (Ristow et al, 1995). Az etanol madsodlagos hatdsaként
kromoszomavesztés 1éphet fel az etanol membran old6 tulajdonsaga miatt. Ez magyarazat lehet a
borélesztok esetében nagy gyakorisdggal tapasztalt aneuploidianak (Martinez et al., 1995; Guijo et
al., 1997).

2.11.2. A riboszomalis-DNS szekvencia analizisén alapulé médszerek

A mikroorganizmusok azonositasara elterjedten alkalmazzak a génspecifikus szekvencidk PCR-rel
torténd amplifikalasat. A riboszomalis RNS megbizhatd filogenetikai marker; minden sejtes
organizmusban jelen vannak, mindenhol ugyanazt a funkciot latjak el és a nukleotid szekvenciajuk
er6sen konzervalt. A gombaékra jellemz6 rDNS (5. dbra) er6sen konzervalt régidinak (5.8S, 18S és
26S) analizisével hatékonyan elkiilonithetdk a tdvolabbi kapcsolatban 1év taxonok, mig a nagyobb
kiilonbségeket mutatd régiok (nemkddold ITS és IGS régidk) lehetévé teszik a genotipikailag
kozelebbi rokonsagban all6 fajok elkiilonitését (Kurtzman és Robnett, 1991). A riboszomalis gének
RFLP mintazatan alapulé moddszer hasznosnak bizonyult a Saccharomyces sensu stricto fajok

elkiilonitésében is (Valente et al., 1996; Fernandez-Espinar et al., 2000).

NSI NS3 ITS1
—> — —
1 5.8S
18 rDNS ITS1| pas | ITS2 26 rDNS
<« <«
ITS2 ITS4

5. abra: A gomba rDNS szerkezete ¢és a gyakran alkalmazott primerek kotddési helyei (Sogin,

1990)

Az élesztok 5.8-ITS régidja (5.8S riboszomalis DNS, valamint az ITS1 és ITS2 szakaszok) nagyobb
interspecifikus kiilonbségeket mutat (Esteve-Zarzoso et al., 1999), mint a 18S ¢és 26S rDNS
(Kurtzman, 1992, 1993; Kurtzman és Robnett, 1998), amely igy kozeli rokonsagban all6 fajokat is

elkiilonit.
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A flor ¢éleszték 5.8-ITS régidinak restrikcids mintdzata eltér a S. cerevisiae tipikus mintazatatol.
Szekvencia elemzés alapjan a kiilonbség az ITS1 régioban a 131-es ¢és a 154-es nukleotidok kdzott
jelenlévd 24 bp-os delécionak tulajdonithatd (Fernandez-Espinar et al., 2000). Ezt a kiilonbséget
Esteve-Zarzoso ¢és mtsi. (2001, 2004) is leirtak a sherry borok bioldgiai érlelése alatti populacio
dinamikat tanulmanyozva. A deléci6 a flor S. cerevisiae mind a négy valtozatdban (beticus,

cheresiensis, montuliensis €s rouxii) jelen volt (Esteve-Zarzoso et al., 2004).

crer

¢lesztokben a delécios ITS1 régido nem felel meg a stabil hajtiikanyar szerkezetnek (Yeh ¢és Lee,
1991). Azonban a hatarol6 direkt 8 nukleotidos ismétlédések (egy a delécios région beliil, egy pedig
azon kiviil) azt sugalljak, hogy a 24 bp-os delécid a replikaciod sordn fellépd szélcsuszast kdvetd

hibas bazisparosodas vagy egy crossing-over eredményeképpen keletkezhetett.

2.11.3. Mitokondrialis-DNS analizis

A hartyaképzd ¢€lesztoknél kiilonosen lényeges a mitokondrium, ugyanis rendelkezniiik kell az
Osszes, oxidativ metabolizmushoz sziikséges enzim rendszerrel, amely megkiilonbdzteti ezen
¢lesztOket a fermentéciot lebonyolitéd élesztoktdl (Mesa et al., 1999).

A mitokondrialis DNS restrikcios analizise gyors és egyszerii modszer a Saccharomyces €lesztok
jellemzésére, amellyel a bor fermentacidja nyomon kovethetd (Ibeas €s Jimenez, 1997c¢).

A S. cerevisiae flor élesztokre nagyfoki mtDNS polimorfizmus jellemzé (Martinez et al., 1995;
Mesa et al., 2000; Esteve-Zarzoso et al., 2001). A polimorfizmus a restrikcidos fragmentumok
szdmaban és méretében is jelen van (Martinez et al., 1995), az egyes flor S. cerevisiae véltozatok

esetében azonban nem lehet specifikus mintazatot megallapitani (Fernandez-Espinar et al., 2000).

A nagymértékit mtDNS polimorfizmus feltételezhetéen a nagy etanol tartalmt kdrnyezet mutagén
hatdsanak tulajdonithatd, ugyanis a mitokondridlis genom felelds a nagy etanol koncentraciok
esetében a talélésért (Jimenez ¢és Benitez, 1988). Mivel a sherry borokban a flor ¢lesztok oxidativ
metabolizmust folytatnak, feltételezték, hogy az etanol jelentds mtDNS mutéciot okoz (Martinez et
al., 1995). Ibeas és Jimenez (1997c) arr6l tudositottak, hogy a flor élesztékben az etanol
mutagenitasanak a mechanizmusa inkabb a mtDNS elvesztése, mintsem a mtDNS szekvenciajaban
bekovetkezd valtozas, ugyanis az etanol hatasara indukalddott petite mutansok esetében a mtDNS
teljes hianya volt megfigyelhetd. Ezt a feltevést alatamasztja, hogy az etanol egy aktiv membrén-

dezorganizal6 oldoszer.
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Ristow és mtsi. (1995) mar korabban kimutattak, hogy az etanol a mutagén hatdsat a metabolitjan,
az acetaldehiden keresztiil fejti ki. Az acetaldehid erésebb mutagén hatassal rendelkezik, mint az
etanol. A mtDNS szekvencia valtozasa az acetaldehid és az etanol indirekt hatasa lehet, amely a
DNS-ben toréseket okoz, mind nuklearis, mind mitokondrialis szinten. A DNS javitasa soran, a
mtDNS polimerdaz — amelyik nem rendelkezik javitd (,,proof-reading”) képességgel — valtozasokat
hagy a DNS-en, amit az RFLP mintazat kimutat, a nuklearis DNS azonban teljesen kijavitodik. Igy
a mitokondridlis genom sokkal nagyobb mutéacids gyakorisagot mutat, mint a kromoszomalis gének

(Castrejon et al., 2002).

2.114. Molekularis tipizalas

Az ¢élesztOk faji azonositdsa mellett egyre nagyobb hangstlyt fektetnek az eltérd torzsek
meghatdrozasara is. Nem minden S. cerevisiae torzs alkalmas példaul a fermentacios folyamat
iranyitasdhoz, tovabbd a kiilonbozd torzsek eltérd illat- és aromaanyagokat termelhetnek, ami

hozzajarul a bor végsé érzékszervi tulajdonsagaihoz (Henschke, 1997).

A RAPD analizist széles korben alkalmazzak a mikrobialis torzsek faj szinten beliili
karakterizalasahoz a kiilonb6zdé biodiverzitasi, okoldgiai és epidemioldgiai tanulmanyokban. A
Williams és mtsi. (1990) altal kifejlesztett modszerrel tetszéleges DNS szakaszok amplifikalhatdéak
véletlenszeriien, egyetlen rovid primer felhasznéalasaval, amelynek eredményeképpen specifikus
mintazatot adé6 PCR termékek keletkeznek. A modszer egy olyan egyszerti és koltségtakarékos
molekularis modszer, amely a torzsek kozotti szekvencia kiilonbségeket kimutatja. A RAPD a
kodolod és a nem-kddold régiokat egyarant felszaporitja random modon, aminek eredményeként a
megjelend PCR termékek eredete lehet mind a lassan mutalodo, feltételezhetden szelektiv nyomas
alatt alloé konzervalt gének, mind a gyorsabban valtozé nem-kodold, genetikai sodrodasnak kitett
szekvenciadk (Corte et al., 2005). A RAPD az amplikonok olyan kombinaci¢jat eredményezi, ami
lehetové teszi a fajon beliili torzsek, mint példaul a S. cerevisiae torzsei elkiilonitését (Baleiras

Couto et al., 1996; van der Westhuizen et al., 1999; Andrighetto et al., 2000).

A mikroszatellitek (SSR) rovid, altalaban 10 bp-ndl rovidebb DNS motivumokat tartalmaznak
kozvetlen tandem ismétlddésekben. Ezek az ismétlodd szekvenciak a magasabbrendl €l6lények
DNS-¢ének olyan f6 komponensei, amelyek hossza hipervaridbilis a DNS replikacié soran fellépd

hibdk (szalcsuszas) miatt (Gonzalez Techera et al., 2001). Field és Wills (1998) tobbek kozott a
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S. cerevisiae genomjat vizsgaltdk tandem ismétlddések utan kutatva és javasoltak a
haromnukleotidos ismétlédések élesztOk genotipizalasara vald alkalmazasat. Howel és mtsi. (2004)
sikeresen alkalmaztdk a moddszert a borerjedés soran a populacié dinamika tanulméanyozéasara. A
mikroszatellit PCR reprodukalhat6saga jobb, mint a RAPD-PCR esetében, ugyanis a specifikus
primerek alkalmazasa nagyobb annealing hdmérsékletet tesz lehetéve, s6t az SSR eredménye allél

hosszként is kifejezhetd (Gonzalez Techera et al., 2001).

A kutatdsok soran olyan génekre terelddott a figyelem, amelyek Un. miniszatellit-szerti
szekvenciakkal rendelkeznek. A miniszatellitek 10-100 bp hosszisagu motivumokat tartalmaznak
tandem ismétlodésekben, amelyek rekombinacids forrd pontok, ezaltal hossz polimorfizmust
okozhatnak. Ezen génekre specifikus primer-parok alkalmazasaval (PCR-RFLP) a kiilonb6zo
torzsek kozott egyértelmii elkiilonités valdsithatd meg. A moddszer mas molekularis markerek
alternativajaként, vagy kiegészitdjeként alkalmazhato lehet (Marinangeli et al., 2004a).

Mar kordbban megfigyelték, hogy a S. cerevisiae egyes sejtfalfehérjét kodolo génjeinek (SEDI,
AGAIl, DAN4, HSP150) hossza nagymértékben polimorf. A SEDI gén altalanos szerkezete
nemzetségen beliil konzervalt, azonban a borélesztok SEDI génje nagymértéki hossz és szekvencia
polimorfizmust mutat (Marinangeli et al., 2004b). PCR segitségével a sz6l6 mustbol szarmazo
S. cerevisiae torzsek esetében 13 SEDI profilt allapitottak meg, amely 7 SEDI hosszvarians
kiilonb6z6 kombinacidja révén jott 1étre. Az egyes SEDI hossz variansok szekvencia analizise
kimutatta, hogy ezek a SEDI gén kiilonb6z6 all¢ljai. A SEDI gén olyan a Saccharomyces
cerevisiae stacioner fazisu sejtjeiben nagy mennyiségben jelenlévo sejtfal glikoprotein, amely két
tandem ismétlodést tartalmaz a nukleotid szekvencia két kiilonbozd részén. A Sedlp gazdag
szeroninban ¢és treoninban, rendelkezik N- ¢és C-terminalis hidrofob domainnel, szamos
glikozilacios hellyel, valamint tartalmaz egy szignal szekvencidt a GPI-kapocs szdmara a
C-terminalis részen. Shimoi és mtsi. (1998) kimutatasa alapjan a Sed1p nem esszencidlis a normalis
novekedéshez. Figyelembe véve, hogy a Sedlp a stacioner sejtekben van jelen, abban a fazisban,
ahol a S. cerevisiae az alkoholos fermentaciot végzi, feltételezhetd, hogy a SEDI allélok
kiilonbozdsége a borélesztok adaptacids mechanizmusa a szamos kornyezeti stressztényezore,

amely a must fermentéacidja sordn all fenn (Mannazzu et al., 2002).

2.11.5. DNS homoldgia vizsgalatok

A homoldgia két DNS molekula béazissorrendje kozti altalanos hasonlosag értékelésére szolgal, a

nukleotid-szekvencia tényleges ismerete nélkiil. A melegitéssel szétvalasztott egyszala DNS-ek
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hibridizacidjanak mértéke alkalmas a két szervezet DNS-e kozti szekvencia-homologia szamszerii
kifejezésére. A homologia vizsgalatok az eukaridta sejteknél vagy a teljes genombdl szdrmazd
DNS-sel torténnek (Dedk, 2006), vagy pedig a PCR-rel felszaporitott gének kozti homologiat

vizsgaljak.

A heteroduplex analizis a rovid DNS szekvencidk kozotti kis kiilonbségek kimutatasara alkalmas,
amelyet eredetileg virusok tanulmanyozésara fejlesztettek ki (Delwart et al., 1995). A HA analizis
soran a referencia DNS-t (4ltalaban PCR termék) ismeretlen szekvencidju, hasonléan rovid mintaval
keverik, majd a duplaszalt DNS hovel torténd denaturaldsat kovetden, a hiités folyaman a homolog
egyszalu DNS szakaszok hibridizalédnak. A teljesen azonos nukleotid szekvencidk a hiités
folyaman homoduplex, a kisebb eltéréseket mutatd szekvencidk pedig heteroduplex molekulakat
eredményeznek. A heteroduplex molekuldk konformécidja a homoduplex molekuldhoz képest
torzulast mutat, amely poliakrilamid gélen kimutathatdé a heteroduplex molekuldk lassabb
vandorldsa miatt (Zoller és Redila-Flores, Bio-Rad Laboratories). Olicio és mtsi. (1999) klinikai
jelentdségli Candida fajok elkiilonithetdségérdl tudositottak az éleszték nagyfoki homologiat

mutatd 17S rDNS szekvencia HA analizisének segitségével. Ramos ¢és mtsi. (2001) sikeresen

crcr

crer

mar a 2 % nukleotid eltérést mutato szekvencidk is megkiilonboztethetdek.
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3. CELKITUZESEK

Munkam soran a Tokaji szamorodni érlelése soran kialakuld hartyaban jelenlévd hartyaképzé

borélesztok fizioldgiai, biokémiai és molekuléris bioldgiai jellemzését, valamint sherry és sherry-

tipusu borok hartyaképzo €lesztdivel valod dsszehasonlitasat tliztem ki 6 kutatasi célként.

A kitlizott célok elérésében a kdvetkezo 1épéseket terveztem:

l.
2.

A Tokaji szamorodni érlelésében dominansan részt vev hartyaképzo élesztok izolalasa

A Tokaji szamorodni hartyaképzd, a Sherry flor és a nem hartyaképzd borélesztok
Osszehasonlitdsa molekularis szinten:
a/ a hartyaképzd torzsek rDNS-ének analizise RFLP, illetve heteroduplex modszerek
segitségével
b/ a hartyaképzd torzsek tipizalasa és Osszehasonlitdisa RAPD modszer segitségével
A hartyaképzd borélesztok szaporodasat és hartyaképzését befolyasolo kornyezeti tényezdok
jellemzése, az optimalis értékek meghatarozasa:
a/ a gliik6z koncentracid hatdsanak tanulméanyozasa szaraz és édes szamorodnibdl izolalt
torzsek esetében
b/ az etanol koncentracio hatdsanak a tanulméanyozasa

¢/ a pH hatasanak tanulmanyozasa

A hartyaképzo borélesztok sejtfal szerkezetének és funkcidjdnak tanulmanyozasa:
a/ adheziv novekedés ¢€s alhifa képzés vizsgalata
b/ a borélesztdk sejtfelszini hidrofobicitasanak vizsgalata:

- apH hatasdnak tanulmanyozasa

a szaporodasi fazis hatdsanak vizsgalata

a fehérjebontd enzimek hatdsanak meghatarozasa

az ¢lesztdsejtek elektron donor/elektron akceptor jellegének vizsgalata

¢/ a hartyaképz6 borélesztok sejtfelszini fehérjéinek vizsgalata és 0sszehasonlitasa nem-
hartyaképzd borélesztok sejtfal fehérjéivel

- sejtfal fehérjék izolalasa és elvalasztasa gélelektroforézissel

- sejtfal fehérjék azonositasa immunblottoléssal

- potencidlis sejtfal fehérje gének Osszehasonlitasa hartyaképzd és nem-hartyaképzo

torzsek azonositott sejtfal fehérjéi esetében
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4.1.

4. ANYAGOK ES MODSZEREK

Alkalmazott torzsek

2. tablazat: Alkalmazott torzsek

Kod Tipus Foldrajzi eredet Szarmazas
Laboratoriumi torzsek
Saccharomyces cerevisiae
CBS 1171 tipustorzs CBS'
S288c genomialis adatbankban analizalt SzTE?
SEY 6210 3288¢-bdl ered ZE,BT’
K1, K2, K28, KTA killer trzsek BCE, MBT*
S6 killer-szuperérzékeny torzs BCE, MBT
YHUM 272 invaziv novekedést torzs SE’
Saccharomyces bayanus

CBS 380 tipustorzs CBS

Saccharomyces cerevisiae boréleszt6 torzsek
PM 322 botritiszes borbol izolalva Tokaj régio BCE, MBT
Badacsonyl borbdl izolalva Badacsony régio SzBKI®
34/1.03 botritiszes borbdl izolalva (1999) Tokaj régid BCE, MBT
1/0/A; 1/0/B; 1/3/10; 1/4/3; botritiszes borbdl izolalva (2002) Tokaj régid BCE, MBT
1/4/12; 1/5/A; 1/8/D; 1/10/D;
1/10/3; 1/11/A; 11/0/7; 11/4/6;
11/5/1; 1V/8/22

Saccharomyces cerevisiae hartyaképz0 borélesztd torzsek
B1 sherry bor Spanyolorszag (Jerez) BCE, BT’
B3 sherry bor Moldavia KTM®
B8 kereskedelmi sherry torzs USA (Kalifornia) BCE, BT
B4, B5 szaraz szamorodni bor Tokaj régio SzBKI
B16 szaraz szamorodni bor (1988) Tokaj régio (Tolcsva) BCE, BT
B22 széaraz szamorodni bor (1995) Tokaj régio (Bodrogkeresztiir) BCE, BT
TD 01.1, TD 01.2 széaraz szamorodni bor (2000) Tokaj régio (Disznokd) BCE, BT
TD 03; TD 04; TD 05 édes szamorodni bor (2000) Tokaj régio (Disznokd) BCE, BT

0 9 A L AW N =

: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia

: Szegedi Tudomany Egyetem Torzsgyiijteménye, Magyarorszag
: Zagrabi Egyetem, Biokémia Tanszék, Horvatorszag

: Budapesti Corvinus Egyetem, Mikrobiologia és Biotechnologia Tanszék, Magyarorszag
: Stellenbosch Egyetem, Dél-Afrika

: Szolészeti és Boraszati Kutatointézet, Kecskemét
: Budapesti Corvinus Egyetem, Boraszati Tanszék, Magyarorszag
: Kisinevi torzsgylijtemény, Moldavia

40



Eldzetes vizsgalatok alapjan elkiiloniilé, de csoporton beliill azonos RAPD mintazatot ado
Saccharomyces cerevisiae torzsek:

o [1/0/A, 1/0/B, I/11/A és 11/0/7

o 1/4/3 ¢és1/4/12

o I/5/A,1/8/D és 1/10/D

o [I/4/6 és 11/5/1

Killer tulajdonsaggal rendelkezd borélesztd torzsek:

1/4/12, V11/A, 11/0/7, 11/5/1, IV/8/z2

4.2. Taptalajok, taplevesek

Komplett tdpkozeg [YEPD]

Pepton 5¢g/l
Elesztkivonat 5¢g/l
Glikoz 10 g/l
Agar (szilard taptalaj esetén) 20 g/l

Szénforras mentes komplett tdpkézeg [YEP]: azonos a YEPD-del, gliikk6z nélkiil

Hartvaképzd tapleves [YEP(D)]

Pepton 5¢/1
Elesztkivonat 5¢g/l
Glikoéz 5¢/1

Etanol (sterilezés utdn adagolva) 60 g/l
pH 3,3-as értékre beallitva HCl-val

Tapleves erjesztési probahoz

Pepton 10 g/l
Elesztékivonat 10 g/l
Huskivonat 2 g/l

Vizsgalni kivant szénhidrat 20 g/l
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Metilénkékes taptalaj (killer aktivitas vizsgalathoz)

Téptalaj : Pepton 10 g/l
Elesztékivonat 5¢/l
Glikoz 10 g/l
Agar 20 g/l
Desztillalt viz 0,5 1-re kiegészitve

pH 4-es puffer rész:: 0,1 M citromsav 30,7 ml
0,2 M Na,HPO4 19,3 ml
Desztillalt viz 0,5 1-re kiegészitve
Metilénkék oldat: Iml/1 (3 g metilénkéket 10 ml etanolban oldva, majd
desztillalt vizzel 100ml-re kiegészitve)

A komponensek kiilon sterilezenddk, majd sterilezés utan 50 °C-on 6sszemérendok.

Minimal tapkdzeg [MM]

(NH4)2SO04 5¢g/1
KH,PO4 1 g/l
MgSO4*7H,0 0,5 g/l
Glikoéz 10 g/l
Agar (szilard taptalaj esetén) 20 g/l

Wickerham-féle vitaminkeverék I ml/l
Osszetétel: 0,2 mg folsav
0,2 mg biotin
40 mg Ca-pantotenat
200 mg inozitol
40 mg nikotinsav
20 mg p-aminobenzoesav
40 mg piridoxin*HCl
40 mg tiamin*HCI
20 mg riboflavin
100 ml desztillalt vizben oldva

Szénforras mentes minimal tapkdzeg [MM-C]: azonos a MM-lal, gliik6z nélkiil
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Na-acetatos sporaztatd taptalaj

Pepton 2,5 g/l
Na-acetat 5¢/l
NaCl 0,62 g/l
Glikoz 0,62 g/l
Agar 20 g/l
Kloramfenikol 0,1 g/l

Ozmotikusan stabilizalt komplett taptalaj [O-RM]

Pepton 20 g/l
Elesztkivonat 10 g/l
Glikoz 20 g/l
CaCl, 0,6 M
Agar 20 g/l

Komplett tapleves fehérje izolaldshoz [RM]

Pepton 20 g/l
Elesztékivonat 10 g/l
Glikoéz 20 g/l

4.3. Oldatok

4.3.1. DNS munkakhoz alkalmazott oldatok

Sejtfeltard puffer

NaCl 100 mM

Tris-HCI1 pH 8 10 mM

EDTA 1 mM
Felhasznalas el6tt hozzdadva: 1 % SDS

2 % Triton X-100
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PCIA keverék

Pufferolt fenol:kloroform:izoamilalkohol 25:24:1 aranyu keveréke

TE puffer
Tris-HCI pH 8 10 mM
EDTA 1 mM
TBE puffer (10x)
Tris-base 108 g/1
Borsav 54 g/l
0,5 M EDTA pH 8 10 ml

Annealing puffer (10x) (Delwart et al., 1995)

NaCl IM
Tris pH 7,8 100 mM
EDTA 20 mM

Felvivo festék(1) PCR termék gélelektroforéziséhez

Szacharéz 5¢g

EDTA 50 mM
Bromfenolkék 10 mg

10 %-o0s SDS 10 pl

Desztillalt viz 10 ml-re feltltve

Felvivo festék(2) heteroduplex vizsgalathoz

Bromfenolkék 5 mg
Xylene cyanol Smg
Glicerin 7 ml
Desztillalt viz 10 ml-re feltoltve
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4.3.2. Sejtfalfehérje vizsgalathoz alkalmazott oldatok

50 mM-os K-foszfat puffer (pH 8)
K,HPO,
KH,PO,

TM puffer (pH 7.5)

Tris-base
MgCl
(pH bedllitasa HCl-val)

Laemmli puffer (5x)

Tris-base
EDTA-Na

SDS
Brom-fenolkék
B-merkaptoetanol
Glicerin

Desztillalt viz

Fehérje elektroforézis puffer (10x)

Tris-base
Glicin
SDS

Blotting puffer
NaHCO3

N32CO3
Metanol

16,512 g/l
0,708 g/l

6 g/l
10 g/l

0,75 g (pH beallitasa 6,8-ra HCI-val)

95 mg

25¢g

1,25 mg

6,25 ml

10 ml (csak elektroforézis puffer esetében)

25 ml-re feltdltve

30 g/
144 g/1
10 g/l

1 gl
0,33 g/l
200 ml
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Membranmoso puffer pH 7.5

Tris-base

NaCl

(pH beallitasa HCl-val)
Triton X-100

BSA

PonceauS festékoldat

PonceauS

5 %-0s HAc

Tris-HCI puffer (pH 8.8)

Tris-base
SDS
(pH bedllitasa HCl-val)

Tris-HCI puffer (pH 6.8)

Tris-base
SDS
(pH beallitasa HCl-val)

30 %-os akrilamid keverék
Akrilamid

Biszakrilamid

6 g/l
8,8 g/l

1 ml

20 g/l

0,1g
100 ml

136,4 g/l
3g/1

16,8 g/l
1,1 g/l

300 g/1
8 g/l

4.4. Gélelektroforézishez alkalmazott gélek

1.5 %-o0s agardz gél

Agardz
0,5x TBE puffer

Etidium-bromid (10 mg/ml)

1,8¢g
120 ml
5,5ul
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Poliakrilamid gél (heteroduplex vizsgalathoz)

30 %-os akrilamid 16,7 ml

Glicerin 1 ml

Urea 6g

10x TBE 10 ml

10 %-os APS 900 ul

TEMED 90 ul

Desztillalt viz 100 ml-re feltoltve

Poliakrilamid gél (fehérje futtatdshoz)

Also6 gél (12 %-os):  Tris-HCI pH 8,8 2,5 ml
30 %-os akrilamid keverék 3ml
Desztillalt viz 2 ml
TEMED Sul
10 %-o0s ammodnium-perszulfat 38 ul
Felso gél: Tris-HCI pH 6,8 2,13 ml
30 %-os akrilamid keverék 0,3 ml
TEMED Sul
10 %-o0s ammo&nium-perszulfat 22,5 ul

4.5. Modszerek

4.5.1. Hartyaképzo boréleszto torzsek izolalasa

A bodrogkereszturi Bene pincészetben kiilonb6zd évjaratu, hordoban érlelt szamorodni borok
feliiletén talalhato ¢élesztOhartyabol 10 ml mintat vettem. Haromtagu, 10x-es higitasi sort
készitettem, majd a higitasi sorokbol 0,1 ml szuszpenzidt 0,1 g/l kloramfenikolt tartalmaz6é YEPD

taptalajra szélesztettem.
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4.5.2. Killer tulajdonsag vizsgalata

A hartyaképzd borélesztd torzsek killer toxin termelésének vizsgalatdhoz a Saccharomyces
taptalajon eloszlattam, majd a hartyaképzo torzsekbdl 1 kacsnyi mennyiséget raoltottam csikban.

A hartyaképzo borélesztd torzsek killer toxin érzékenységének vizsgalatdhoz a hartyaképzo torzsek
a KTA killer-toxin termelé Saccharomyces cerevisiae torzsekbdl 1 kacsnyi mennyiséget raoltottam
csikban.

A kisérleteket két parhuzamosban készitettem el. A kiértékelést vizualisan, a kifejlodott telep koriili

feltisztulasi zona megfigyelésével végeztem el.

4.5.3. Meiosporak izolalasa

crer

sporazast indukaljak. A sporazas megtorténtét mikroszkdposan ellendriztem. A spdrakat 3 mg/ml
lysing enzimet tartalmazd desztillalt vizben szuszpendaltam és 37 °C-on 60 percig inkubaltam.
Négy sporat tartalmazo aszkuszokbol a spérdkat mikromanipulatorral (Carls Zeiss Jena) YEPD ¢és

O-RM téptalajon széthiiztam, majd a sporakbol képzodott telepeket izolaltam.

4.54. Genomi DNS izoldlasa [Hoffman és Winston (1987) modositott mdodszere alapjan]

A torzsek 24 oras tenyészetébdl egy nagy kacsnyi sejtet 1 ml desztillalt vizben felszuszpendaltam.
A sejteket maximalis fordulatszammal (14000 rpm) kicentrifugaltam, majd a sejtekre 200 pl
sejtfeltaro-puffert, 0,3 g liveggyongyot (0,4-0,6 mm atmérdjii) és 200 pl PCIA-keveréket mértem.
Az egészet 3 percig vortexeltem, majd 200 pl TE-puffert mértem hozza ¢és roviden
Osszevortexeltem, végezetiil maximalis fordulatszamon 5 percig centrifugaltam. A felso vizes fazist
I ml 96 %-os etil-alkoholba pipettaztam ¢és 10 percig -20 °C-on inkubaltam. A kicsapodott
nukleinsavat maximalis fordulatszdmon 5 percig kicentrifugaltam, a pelletre 50 pl TE-puffert
mértem, majd 3 pl 10 mg/ml-es RN-4z hozzdadasa utdn 30 percig 60 °C-on inkubaltam. Az RNS
mentesitett DNS-t ismételten kicsaptam 1 ml 96 %-os etil-alkohollal, majd lecentrifugaltam. A
DNS-t vakuumcentrifugdban megszaritottam és 30 pl TE-pufferben visszaoldottam. Hasznalatig -

20 °C-on taroltam.
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4.5.5. rDNS RFLP analizise

A faji identifikalashoz az NS3-1TS4 primerparral hatarolt rDNS szakaszt felszaporitottam PCR
Sprint (Hybaid) késziilékkel, majd a kapott PCR terméket az Mspl, az Rsal, a Haelll és az ScrFl
restrikcids endonukleazokkal hasitottam.

amplifikaltam, majd a PCR terméket a Cfol, a Haelll és az ScrFI restrikcios endonukledzokkal
hasitottam.

Az emésztéssel kapott fragmentumokat (11 pl) agardéz gélelektroforézissel valasztottam el 3 pl

felvivo festék(1) hozzdadasaval, 120 V-on 110 perces futtatassal, 0,5x TBE-pufferben.

A PCR reakcidkat 30 pl végtérfogatban végeztem, a kovetkezd Osszetétellel: 1x DNS-polimeraz
puffer; 1,5 mM MgCl; 0,16 mM az egyes dNTP-ékbdl (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 15 pM az
egyes primerekbdl; 1U DNS-polimeraz (DyNAzyme, Finnzymes) €s 2,5 ul genomi DNS.

Az alkalmazott primereket a 3. #dbldazat tartalmazza.

A PCR reakci6 paraméterei az rDNS felszaporitasdhoz:
Eldédenaturacio: 95 °C, 5 perc
Amplifikaci6 (35 ciklus):  Denaturacio: 95 °C, 30 mésodperc
Primer kotédés: 60 °C, 30 masodperc
Lanchosszabbitas: 72 °C, 1 perc
Végso lanchosszabbitas: 72 °C, 7 perc

A restrikcios emésztéseket 37 °C-on, 4 6ran keresztiil végeztem 11 pl végtérfogatban, a kovetkezd
Osszetétellel:

8 ul enzim mix (1 pl puffer; 0,2 ul enzim; 7 pl desztillalt viz elegyébdl)

3 ul PCR termék

Az alkalmazott restrikcios enzimeket és jellemzdiket a 4. tdbldazat tartalmazza.

4.5.6. Heteroduplex analizis

A hartyaképz6 borélesztd torzsek rDNS polimorfizmusanak megéllapitasahoz az rDNS ITS1-1TS2
(3. tablazat) primerparral hatdrolt részét szaporitottam fel a 4.4.5. fejezetben leirtak szerint.
Egyediili valtoztatasként a lanchosszabbitds idejét 30 masodpercre csokkentettem a PCR reakcio

soran.
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A homo- illetve heteroduplex eldallitasahoz a kiilonbozo térzsek PCR termékeibdl 4,5-4,5 ul-nyit
Osszekevertem, ¢s 1 pl-nyi annealing puffer hozzdadasa utan a duplaszali DNS fragmentumokat
hével denaturadltam, majd lassan renaturdltam PCR késziilékben tortént programozott hiités

segitségével.

A denaturacié és renaturdci6 paraméterei a heteroduplex analizishez Leoni és mtsi. (2003)
modszere alapjan kisebb modositassal:
Denaturacié: 94 °C, 5 perc

Lehités: 2 °C/30 masodperc 24 °C-ig

A kapott termékeket poliakrilamid gélen valasztottam el 3,5 pl felvivd festék(2) hozzdadaséaval,
160 V-on 3 oras futtatdssal (DCode System), 1x-es TBE-pufferben Yao ¢és mtsi. (2002) modszere

alapjan kisebb modositéssal.

4.5.7. RAPD analizis

A hartyaképz6 borélesztd torzsek Osszehasonlitdsa céljabol az amplifikaldst random primerek és
mikroszatellit primerek segitségével is elvégeztem. Az alkalmazott primerek tulajdonséagait a

3. tablazat tartalmazza.

A PCR reakcidkat 30 pl végtérfogatban végeztem, a kovetkezd Osszetétellel: 1x DNS-polimeraz
puffer; 2,5 mM MgCl; 0,16 mM az egyes dNTP-ékbdl (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 15 pM az
egyes primerekbdl; 1U DNS-polimerdz (DyNAzyme, Finnzymes) €s 2,5 pul genomi DNS.

A PCR reakci6 paraméterei:
Eldédenaturacio: 95 °C, 5 perc
Amplifikaci6 (35 ciklus):  Denaturacio: 95 °C, 30 mésodperc
Primer kotédés: 3. tablazat szerinti hdmérséklet, 30 masodperc
Lanchosszabbitas: 72 °C, 2 perc
Végso lanchosszabbitas: 72 °C, 7 perc

A kapott PCR termékekbdl 10 pl-t agaroz gélelektroforézissel valasztottam el 3 pl felvivo festék(1)
hozzaadésaval, 120 V-on 110 perces futtatassal, 0,5x TBE-pufferben.
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3. tablazat: Alkalmazott primerek és jellemzoik

Primer jelolése Nukleotid szekvencia (5°-3°) GC% | Primer kotodés hofoka [°C]
rDNS primer
NS3 GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC 67 60
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 63 60
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 55 60
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 45 60
RAPD primer
OPE2 GGTGCGGGAA 70 38
OPE14 TGCGGCTGAG 70 38
OPE16 GGTGACTGTG 60 37
OPA1 CAGGCCCTTC 70 38
P50 GCAAGTAGCT 50 37
P60 CGGTCACTGT 60 37
P70 AGCGGGCGTA 70 38
P80 CGCGTGCCCA 80 40
Mikroszatellit primer
(GTG)3 GTGGTGGTG 60 37
(GACA)4 GACAGACAGACAGACA 50 37

4. tablazat: Alkalmazott restrikciés endonukledzok tulajdonsagai

Restrikcios enzim Felismerd és hasitasi hely
Rsal (Promega) 5...GTYAC...3’
Haelll (Promega) 5°..GG'CC...3’
ScrFI (New England BioLabs) 5’...CCYNGG...3’
Cfol (Fermentas) 5°...GCG'C...3’
Kpnl (Amersham) 5’...GGTAC'C...3’
4.5.8. Erjesztési proba (Barnett et al., 2000)

A kiilonb6z6 szénhidratok (gliikéz, szacharoz, galaktdz és laktdz) erjesztésének vizsgalatdhoz a

crer
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tartalmazo 10 ml erjesztési taplevesbe. Az alkoholos erjedés megtorténtét — a CO, képzddést

vizsgalva — 1 héten keresztiil kovettem nyomon. A kisérletet két pArhuzamosban végeztem el.

4.5.9. A hartyaképzé borélesztok szaporodasat befolyasolo kornyezeti tényezok

vizsgalata

A kornyezeti tényezok szaporodasra gyakorolt hatdsit MULTISKAN ASCENT (Thermo, Electron
Corporation) mikrolemezes késziilékkel vizsgaltam, amelynek soran 107 sejt/ml kiinduld sejtszamu
taplevesek optikai denzitdsat mértem 25 °C-os inkubalas mellett, 595 nm-en 30 perces
intervallummal, a mérések eldtt egy rovid 20 méasodperces razassal. A kisérletet harom parhuzamos

mintaval végeztem el.

Gliik6z koncentracid hatasanak vizsgalata

5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 és 200 g/l glikozt tartalmazd MM-C taplevesben vizsgéaltam az

¢lesztOtorzsek szaporodasat 24 oOran keresztiil. Kontrollként szénforrdst nem tartalmazé MM-C

taplevest alkalmaztam.

Etanol koncentracié hatasanak vizsgalata

3,6,9,12, 15 és 18 % etanolt tartalmazd6 MM taplevesben vizsgaltam kiilonbozo élesztotorzsek

szaporodasat 24 oran keresztiil. Kontrollként etanolt nem tartalmazé MM taplevest alkalmaztam.

pH hatasanak vizsgalata

3-as, 4-es, 5-0s, 6-0s ¢és 7-es pH értékre pufferelt (Mcllvain puffer) MM taplevesben vizsgaltam

kiilonbozo élesztétorzsek szaporodasat 24 oran keresztiil.

4.5.10. A hartyaképzé borélesztok hartyaképzését befolyasolé kornyezeti tényezok

vizsgalata

A MM-C illetve a MM tapleves nem bizonyult megfelelonek a hartyaképzéshez, ezért a
hartyaképzést minden esetben YEP illetve YEP(D) taplevesben végeztem 107 sejt/ml-es kiindulasi
sejtszammal 20 °C-on razatas nélkiil. A kisérletet két parhuzamosban végeztem el.
A hartyaképzés nyomon kdvetése vizualisan tortént, az alabbiak szerint:

(+):  atapleves felszinén néhany sejt hartyava kezd 6sszeéllni

+: a tapleves felszinének 1/3-at élesztOhartya boritja

++:  atapleves felszinének 2/3-at élesztéhartya boritja

+++:  atapleves felszinének egészét élesztdhartya boritja
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Gliik6z koncentracid hatasanak vizsgalata

5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 és 200 g/1 glikozt tartalmazd6 YEP taplevesben vizsgaltam a

hartyaképzést 30 napon keresztiil. Kontrollként szénforrast nem tartalmazd YEP taplevest

alkalmaztam.

Etanol koncentracié hatasanak vizsgalata

3, 6,9, 12, 15, 16, 17 ¢és 18 % etanolt tartalmazd6 YEP taplevesben vizsgaltam 5 g/l gliikkéz
koncentracid6 mellett a hartyaképzést 7 napon keresztiil. Kontrollként etanolt nem tartalmazo

YEP(D) taplevest alkalmaztam.

pH hatasanak vizsgalata

3-as, 4-es, 5-0s, 6-0s, 7-es, 8-as és 9-es pH értékiit YEP(D) taplevesben vizsgaltam a hartyaképzését

7 napon keresztiil.

4.5.11. A sejthozam meghatarozasa

Az ¢élesztotorzseket 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 és 200 g/l gliikéz koncentracioji YEP levesben
tenyésztettem 30 °C-on, 180 rpm-mel rézatva. A tenyésztést kovetden a sejteket kicentrifugaltam,
desztillalt vizzel mostam és 105 °C-on 24 ora alatt kiszaritottam. A szaritott éleszté mennyiségét

visszamérve megallapitottam az egységnyi szénforrasbol keletkezd hozamot.

Sejthozam(Y) = Szaraz s"eJt’tomeg[g /1]
Gliikoz[g/1]
4.5.12. A sejtfeliileti hidrofobicitas meghatarozasa [van der Mei ¢és mtsi. (1993)

modositott modszere alapjan]

A vizsgalando torzsek sejtjeit polaros oldoszerben (vizes kozegben) szuszpendaltam kb. ODgpp=0,5-
0Os értékre, majd apolaros oldoszer hozzdadasa utan intenziven kevertem. A vizes fazis keverés elotti
¢s a keverés utani OD értékének mérésével, az alabbi egyenlet alapjan meghataroztam a torzsek

hidrofobicitasi indexét:

Hi=1lo g( A « 100) ahol Ay vizes fazis ODgg értéke keverés utan

Ao Ay: vizes fazis ODgoq értéke keverés elott

53



Poléros oldoészerként 10 mM-os KH,PO4-ot (pH 3,3), mig apolaros oldoszerként xilolt
alkalmaztam.

A sejtek felszine H; > 2 felett hidrofobnak tekinthet6. Mintanként harom parhuzamos mérést
végeztem.

Elséként a mérés optimalasat végeztem el. Az optimalis keverési id6 megallapitasahoz, a polaros-
apolaris fazisok 1:1 ardnyu keverékét eltérd ideig (10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 150 és 180
masodperc) kevertem. Az optimalis polaros-apolaros fazis aranyanak meghatarozasahoz, a polaros
fazishoz — a poléros fazis mennyiségét 100 %-nak véve — eltérd mennyiségii (2,5; 5; 7,5; 10; 20; 30;

40; 50; 60; 70; 80; 90 és 100 %) apolaros olddszert adagoltam.

pH hatasanak vizsgalata a hidrofébicitasra

A torzsek polaros oldoszerben vald felszuszpendalasa elott a K-foszfat pH-jat HCI illetve KOH

segitségével 2-es, 3-as, 4-es, 5-0s, 7-es és 9-es értékre allitottam be.

A hidrofébicitas valtozasanak vizsgalata a szaporodas sordn

A torzsek hidrofobicitasanak valtozasat a szaporodas elsé 8 ordjaban kovettem nyomon. A

tenyésztést 30 °C-on végeztem 180 rpm-es kevertetés mellett YEPD illetve YEP(D) taplevesben.

Enzimes kezelés hatasanak vizsgdlata a hidrofébicitasra

A hartyaképz0 torzsek sejtjeit 200 ug/ml-es Trichoderma lysing (Sigma), 10 ug/ml-es Arthrobacter
litikdz (Sigma), 200 pg/ml-es proteinazK (Sigma), 200 pg/ml-es pronazE (Sigma), 100 pg/ml-es
tripszin (Sigma) és 100 pg/ml-es kimotripszin (Sigma) oldatba vettem fel, majd 37 °C-on
inkubaltam 1,5 6ran keresztiil. A kezelést kovetden a sejteket mostam, majd meghataroztam a

hidrofobicitasukat. Kontrolként kezeletlen sejteket alkalmaztam.

Lewis sav-bazis kolcsdnhatas meghatarozasa (MATS moédszer) [Briandet és mtsi. (1999) modositott

modszere alapjan]

A vizsgalathoz a mosott sejteket 107 sejt/ml-es koncentracioban szuszpendaltam 0,15 M-os NaCl
oldatban, majd a szuszpenzidé 2,4 ml-éhez 0,4 ml-nyi oldészert mértem (kloroform, etil-acetat,
hexadekan vagy dekéan). A kétfazisos rendszert 60 masodpercig vortexeltem, majd vizes fézis
keverés eldtti és a keverés utani OD értékének mérésével, az alabbi egyenlet segitségével

kiszamitottam a sejtek kiilonbozo oldoszerhez vald affinitasat:

0 . ;. o r "
Ag: vizes fazis ODyg értéke keverés elott
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4.5.13. Az invaziv novekedés és az adhézio vizsgalata

Polisztirolhoz valé adhézié vizsgdlata [Reynolds és Fink (2001) modositott mddszere alapjan]

A vizsgalathoz a tenyésztést polisztirol Petri-csészében végeztem, amelynek soran a hartyaképzo
torzseket folyékony YEPD taplevesbe oltottam le 107 sejt/ml-es koncentracioban. 1, 2 illetve 3
napos 20 °C-on torténd tenyésztést kdvetden a Petri-csészek tartalmat kidontottem, a Petri-csészét
gyenge sugaru csapvizzel mostam. A polisztirolhoz rogziilt sejteket elészor etanol-éter 1:1 aranyt

keverékével eloltem, majd metilén-kék oldattal festettem €s mikroszkop alatt vizsgaltam.

Uveghez val6 adhézi6 vizsgalata [Mercier-Bonin és mtsi. (2004) mddositott modszere alapjan]

A vizsgalatdhoz a tenyésztést egy 2,1 cm atmérdji centrifugacsdben végeztem el. A centrifugacso
egy, a vizszintessel kb. 60°-0s szoget bezaro feddlemezt tartalmazott (1,8x1,8 cm). A leoltas YEPD
taplevesbe tortént 10 sejt/ml-es koncentracioban. 1, 2 illetve 3 napos 20 °C-on torténd tenyésztést
kovetden a feddlemezt eltavolitottam a tdplevesbdl, majd gyenge sugarti csapvizzel mostam, a
rogziilt sejteket etanol-éter keverékével eloltem, metilén-kék oldattal festettem és mikroszkop alatt

vizsgéltam.

Adheziv/Invaziv névekedés vizsgélata [Roberts €s Fink (1994) modositott mddszere alapjan]

crcr

napig 30 °C-on inkubaltam. A tenyésztést kdvetden a taptala;j feliiletét gyenge sugari csapvizzel

mostam.

4.5.14. Sejtfalfehérjék biotines jelolése és izolalasa [Mrsa és mtsi. (1997) modositott

modszere alapjan]

A hartyaképzd borélesztd torzseket RM taplevesben tenyésztettem, illetve YEP(D) taplevesben
hartyaképzést indukaltam. A sejteket a taplevesbdl kicentrifugaltam, majd kétszer desztillalt vizzel,
illetve kétszer 50 mM-os K-foszfat pufferrel mostam. A sejtfeliileten talalhat6 fehérjéket biotinnel
(NHS-LC-Biotin, Pierce, Rockford, USA) jeldltem (0,002 mg biotin/1 OD) 90 percig jégen, 4 °C-
on torténd inkubalas sordn. A felesleges, fehérjéhez nem kotddott biotint eltavolitottam kétszer TM-
pufferrel és kétszer 50 mM-os K-foszfat pufferrel valé mosassal.

A jelolt sejtfalfehérjék izolalasahoz, a sejteket egységnyi térfogat 50 mM-os K-foszfat pufferben
szuszpendaltam, majd 10 perces tiveggyongyds (0,4-0,5 mm) vortexeléssel feltartam. Az 0sszetort
sejtfalat centrifugalassal visszanyertem ¢és 5-szor 50 mM-os K-foszfat pufferrel mostam, hogy az
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intracellularis fehérjéket minél jobban eltavolitsam. A sejtfalhoz kotodott fehérjéket harom

modszerrel vontam ki.

Nem kovalensen kotddott fehérjék kinyerése: A jelolt és mosott sejtfalat 500 pl Laemmli-pufferben

szuszpendaltam, majd 95 °C-on 10 percig hokezeltem. A hdkezelés utan a sejtfalat
kicentrifugaltam, a feliiliszot dvatosan leszivtam pipettaval, ez képezte az SDS1-es frakciot, ami
tartalmazta a kovalensen nem ko6tddo fehérjék jelentds részét. A maradék nem kovalensen kot6do
fehérje eltavolitasdhoz, az eljarast megismételtem, ennek eredményeként megkaptam az SDS2-es

frakciot. A kezelt sejtfalat ezutdn ismét mostam 50 mM-os K-foszfat pufferrel 5-szor.

Kovalensen kotott fehérjék kivondsa: Kétféle modszert alkalmaztam.

a) A Leammli-pufferrel kezelt sejtek felét 50 mM-os Tris-HCl-dal (pH 7,4) mostam, majd
szuszpendaltam (100 pl /75 OD). A szuszpenzidohoz [-1,3-gliikanazt (Quantazyme, Qbiogene,
Germany) adtam (0,1 IU/1 OD) és a sejtfalat 37 °C-on 2 6raig emésztettem. Az inkubaciot
kovetden, a sejtfal kicentrifugalasa utan a feliiluszo képezte a gliikanazos frakciot.

b) A Laemmli-pufferrel kezelt sejtek masik felét desztillalt vizzel mostam, majd 30 mM-os NaOH-
ban szuszpendaltam (100 pl /75 OD) és 1 éjszakan keresztiil 4 °C-on inkubaltam. A kezelést
kovetéen a szuszpenziot 1 M-os HCl-val semlegesitettem, és a sejtek kicentrifugaldsa utan

megkaptam a NaOH-os frakciot (feliiltiszo).

4.5.15. Sejtfalfehérjék elvalasztiasa és Western-blot analizise

A sejtfalfehérjék elvalasztasat 12 %-os SDS-poliakrilamid gélen végeztem 150 V-on 1-1,5 orés
futtatassal 1x-es fehérje elektroforézis pufferben. Mintafelvitel elétt a fehérje frakciokhoz 5 pl

Laemmli-puffert(5x) adtam ¢és 20 percig szobahdmérsékleten inkubdltam. A felvitt minta

mennyiségek:
SDS frakcio: <lul
Gliikanaz frakcio:  5-10 ul
NaOH frakcio: 2-10 ul

A gélelektroforézis utan az elvalasztott fehérjéket hidrofil nitrocellul6z membranra (Amersham)
blottoltam 380 mA-en 2 6ran keresztiil blotting pufferben. A blottolds utan a fehérje méret
standardot PonceauS festékoldattal el6hivtam, majd a membrant membranmosé pufferrel mostam
4 °C-on 1 6réan keresztiil. A biotinnel jeldlt fehérjékhez 0,2 pl/ml avidint (Streptavidin-Horseradish-
Peroxidase Conjugate, Amersham) konjugaltattam membranmos6 pufferben, majd a felesleges

avidint eltavolitottam membranmoso pufferrel vald haromszori 10 perces mosassal. A jeldlt

56



fehérjeket ECL™ Western Blotting Detection Reagents” (Perkin-Elmer) —segitségével

vizualizaltam filmen.

4.5.16. A HSP150 gén RFLP analizise

A Ccw7-es sejtfalfehérjét kodold gén (HSPI50/CCW7/PIR2) szekvencidjat a S. cerevisiae

genomialis adatbankbol, a http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/seqTools oldalrél toltéttem le. A

HSP150 génszakaszra specifikus primer-par tervezését a http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/web-

primer oldalon taldlhat6 primer-tervezd programmal végeztem.

A PCR reakciodkat 30 pl végtérfogatban végeztem, a kovetkezd Osszetétellel: 1x DNS-polimeraz
puffer; 1,5 mM MgCly; 0,16 mM az egyes dNTP-¢kbdl (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 15 pM az
egyes primerekbdl (C7-f és C7-r); 1U DNS-polimeraz (DyNAzyme, Finnzymes) ¢és 2,5 pl genomi
DNS

A PCR reakci6 paraméterei:
Eldédenaturacio: 95 °C, 5 perc
Amplifikacio (35 ciklus):  Denaturacié: 95 °C, 30 masodperc
Primer kotédés: 56 °C, 30 masodperc
Lanchosszabbitas: 1 perc

Végso lanchosszabbitas: 72 °C, 7 perc

A PCR termékek restrikcids analizisét a Haelll, az Rsal és a Kpnl endonukledzokkal készitettem el.
Az emésztést 37 °C-on, 4 oran at végeztem 11 pl végtérfogatban, a kovetkezd osszetétellel:

8 ul enzim mix (1 pl puffer; 0,2 ul enzim; 7 pl desztillalt viz elegyébdl)

3 ul PCR termék

Az alkalmazott restrikcios enzimek jellemzdit a 4. tabldzat tartalmazza.

A PCR termékeket (3 pul) ¢és az emésztéssel kapott fragmentumokat (11 pl) agaroz
gélelektroforézissel valasztottam el 3 pl felvivo festék(1) hozzdadasaval, 120 V-on 110 perces

futtatassal, 0,5x TBE-pufferben.

A felszaporitott HSP150-es gén szekvenalasahoz a PCR termékeket a PCR-M™ Clean Up System
(Viogene) segitségével tisztitottam. A szekvenalast a G6dolléi Mezdgazdasagi Biotechnologiai

Kutatokozpont végezte el ABI PRISM 3100 szekvenald segitségével.

57



5. EREDMENYEK

5.1. Hartyaképzo boréleszto torzsek izolalasa tokaji szamorodni feliiletérol

Elesztotorzsek izolalasahoz a bodrogkeresztiri Bene Pincészetben 6sszesen 10 hordobol, az érlelési
fazisban 1évo szaraz és €des szamorodni bor felszinérdl vettem mintat, amelyeket kloramfenikolt
tartalmazé YEPD taptalajra szélesztettem. Nem sikeriilt minden esetben élesztdsejteket izoldlnom,
az M13-as illetve a 02/58-as jelzésti hordokbodl vett mintdk nem tartalmaztak €16 €lesztdsejtet. A
tobbi hordd esetében Petri-csészénként lehetdség szerint 2-2 reprezentativ telepet izolalta (5.
tablazat). A 02/62 hordd kivételével, valamennyi izolatum szdraz szamorodni feliiletérdl
szarmazott. Az izolatumok hartyaképzését 6 % etanolt tartalmazd YEPD taplevesben tesztelve azt
tapasztaltam, hogy mindegyik képes volt a tapleves felszinén Osszefiiggd hartyat kialakitani, tehat

hartyaképz6 borélesztd torzseknek tekinthetok.

5. tablazat: A bodrogkeresztlri Bene Pincészetbdl izolalt élesztotdrzsek

Vizsgalt hordé | Evjartat Bor tulajdonsagai Izolalt mintak

M2 1996 Savtartalom: 9 M2.1 (sima telep)
Cukortartalom: 2,3 g/l M2.2 (r6gos telep)

M4 1996 Savtartalom: 9 M4.1
Cukortartalom: 2,3 g/l M4.2

M7 1995 Savtartalom: 9 M7.1
Cukortartalom: 1,4 g/l M7.2

M10 1995 Savtartalom: 9 MI10
Cukortartalom: 1,4 g/l

MI12 1996 Savtartalom: 9 M12.1 (nagy telep)
Cukortartalom: 2,3 g/l M12.2 (kis telep)

M17 2000 Savtartalom: 7,4 M17.1 (nagy telep)
Cukortartalom: 2,2 g/l M17.2 (kis telep)

M21 2000 Savtartalom: 7,4 M21
Cukortartalom: 2,2 g/l

02/62 1999 Savtartalom: 10,2 02/62.1 (nagy telep)
Cukortartalom: 59 g/l 02/62.2 (kis telep)

A tovabbi vizsgéalatokhoz a 2. tablazatban bemutatott torzsgyljteménybdl szarmazo hartyaképzo

¢lesztbgomba torzseket is bevontam, amelyek koziil egy sherry hartyabol, kettd egyéb borhartyabol,

hat szdraz szamorodnibdl, harom pedig édes szamorodnibdl szarmazott.

58



5.2. A hartyaképzo boréleszté torzsek jellemzése Killer tulajdonsag ¢és morfologiai

szempontbol

5.2.1. A hartyaképz6 élesztok Killer tulajdonsaganak vizsgalata

A killer tulajdonsag elterjedt a Saccharomyces cerevisiae borélesztd torzsek esetében. A
hartyaképzok killer aktivitasat az S6-os szuperérzékeny torzzsel szemben vizsgaltam. A 26 izolatum
koziil egyediil a B3 torzs gatolta az S6-0s torzs szaporodasat. A S. cerevisiae esetében eddig 3-féle
killer tipust (K1, K2, K28) irtak le részletesen. A hartyaképzé €élesztok killer toxin érzékenységének
szlirését mind a haromféle toxint termeld torzsre, valamint a tanszékiink altal izolalt és jellemzett Uj
tipusu KTA torzsre (Perkatai et al., 2003) nézve is elvégeztem. A vizsgalt hartyaképzok tobbsége
nem volt érzé¢keny egyik toxinra sem. Egyediill a TDOI1.1 torzset gatolta a K2, a KTA ¢és

kismértékben a K1 killer torzs.

5.2.2. A hartyaképz6 élesztok sporaképzése

A hartyaképzd izolatumaim mindegyike sporazod diploidnak bizonyult, igaz az aszkuszképzés
gyakorisaga nagyon kicsike volt, valamint sok volt az aberrans tetrad. A TDO04 hartyaképzo
borélesztd esetében a sporazéas indukalasa utan (Na-acetatos taptalajon) 21 db 4 sporat tartalmazo
aszkuszt mikromanipulatorral szétszedtem ¢s YEPD, valamint O-RM taptalajra vittem. A sporak
tulélése azonban nagyon kicsi volt, nem sikeriilt egyetlen egy komplett tetradot sem
kitenyésztenem, csak harom vagy kevesebb spora képzett telepet egy aszkuszbodl. A telepet képzo
haploidokat visszaizoladltam ¢és a késObbi vizsgalataimba (hartyaképzés, hidrofobicitas, invaziv

novekedés, rDNS analizis, HSP150 gén analizise) bevontam.

5.2.3. A hartyaképzé éleszt6k mikroszkopos és makroszkopos jellemzése

A hartyaképzo élesztok sejtjei az exponencialis fazisban a Saccharomyces cerevisiae fajra jellemzo
ovalis alakkal rendelkeznek 6. abra (A). Hartyaképzés soran (stacioner fazis) a sejtek lekerekednek,
a korai fazisaban a sejtek egy egyrétegli (egydimenzids) halét alkotnak, amelyben a sejtek szorosan

Osszekapcsolodnak. A szoros Osszekapcsolodas kovetkeztében a sejtek latszolag elveszitik kerek
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alakjukat és sokszogliecknek latszodnak (6. dbra (B)). A hartyaképzés elérehaladtaval a sejtek

nemcsak egy sikban kapcsolodnak 6ssze, hanem egy haromdimenzios hartyat alakitanak ki (6. dbra

O).

A

< { O -

6. abra: A TDO04 hartyaképz6é mikroszkopos képe A/ planktonikusan szaporodé sejtek B/ 1 napos
fiatal hartyaban 1évo sejtek C/ 1 hetes oreg hartyaban 1évo sejtek

A sejtek hartyava vald 0Osszedllasa, valamint a hartya Oregedése makroszkopikusan is
megfigyelhetd. A kezdeti fazisban a sejtek szigeteket alakitanak ki a tapkodzeg felszinén (7. dbra
(4)), majd a szigetek kozotti rés kitoltddik tovabbi sejtekkel, és az id6 elérehaladtaval a kialakult
hartya megvastagodik (7. abra (B)), a sejtek tobb réteget alkotnak. Az érett hartya érzékeny a
mechanikai hatdsokra, rdzasra konnyen 0sszetoredezik, a hartyadarabok pedig a nagyobb fajstilynak
koszonhetden leiilepednek. Mechanikai hatasra 0sszetdredezett hartya potlodik, a leiilepedd sejtek

képesek ijabb hartyat kialakitani a folyadék felszinén.

=4 o 0 e |5
7. dbra: A TDO4 hartyaképzo dltal képzett hartya makroszkopikus képe A/ fiatal hartya B/ Greg

(== |

hartya

A TDO04 diploid torzs sporaztatasa utan kapott haploidok hartyaképzését vizsgalva azt tapasztaltam,
hogy a meiotikus szegregansok mindegyike képes volt hartyat kialakitani, a hartyaképzés
gyorsasagaban és mértékében nem taldltam kiilonbséget az egyes haploidok és a diploid sziil6i torzs

kozott.
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5.3. Az rDNS RFLP analizise

Az altalam izolalt hartyaképz6 borélesztok faji azonositasat a riboszémalis DNS NS3-1TS4 primer-
parral hatarolt részének felszaporitasdval, majd az azt kdvetd restrikcios analizisével (Mspl, Rsal,
Haelll ¢és ScrFI) végeztem el. A hartyaképzdk a CBS 1171 S. cerevisiae tipustdrzzsel 87 %-os,
illetve 93 %-o0s (8. dabra), mig a CBS 380 S. bayanus tipustorzzsel csak 69 %-os hasonlosagot
mutattak, tehat a Saccharomyces cerevisiae fajhoz tartoznak. A vizsgalt kontroll borélesztok szintén
69 %-0s hasonlosagi szintnél valtak el a S. bayanus tipustorzstdl. A PM 322 a S. cerevisiae

tipustorzzsel 87 %-o0s, mig a Badacsonyl 100 % hasonlosagot mutatott.

o an a0 100
| DI B

hiz 1%
2 2%
b 1*
bl 2%
b7 1%
b7 2%
P21 *
b 71
P 7 2%
o262 1*
02052 2%
TOo.A*
TDO1.2*
TDO3*
TDO4*
TDOS*
B4*
Bs*
Ba*
B1E™
B22*
Ba*
CBES 1171
Badacsonyl
0% .
P12 1
h12.2%*
I P 322
B1*
CBS 380

8. abra: rDNS 18S-ITS régi6 RFLP analizisének kombinalt dendogramja (Molecular Analyst
Software, BioRad). A hartyaképzd torzseket * jeloli.
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Fernandez-Espinar ¢s mtsi. (2000) vizsgalata szerint a sherry flor ¢leszték egyértelmiien
elkiilonithetéek voltak a nem hartyaképzd borélesztoktdl az ITS1 régioban talalhatd 24 bp-os
delécionak koszonhetden, amely specifikus, tgynevezett flor mintdzatot eredményez ARDRA

analizis soran. Annak érdekében, hogy megallapitsam, hogy a szamorodni eredetii hartyaképzo

crcr

ScrF1 és a Haelll endonukleazokkal emésztettem. A PCR reakcido eredményeként 820 bp-os

terméket kaptam. A termékek restrikcios mintdzatara a 9. dbrdan lathato példa.

A 2 3 4 . 6. 7. 8 9. 10. 11. 12. 13.

B 1. 2 3 4 5 6. 7. 8 9. 10. 11. 12. 13.

C 1. 2. 3 4 5 6. 7. 8 9. 10. I1. 12. 13.

B/ ScrF1 C/ Haelll enzimes emésztés utan

1. Marker (100bp 1étra), 2. B1, 3. B3", 4. B4", 5. B5", 6. B8", 7. B16", 8. B22", 9. PM 322, 10. Badacsony1,
11. S288c, 12. CBS 1171, 13. CBS 380

*: hartyaképzé boréleszték
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Vizsgalatom szerint a 26 hartyaképzd borélesztd koziil egyediil a B3 (moldaviai) térzs mutatja ezt a
mintazatot (9 dbra (A), 3. minta), mig a masik két sherry torzs (spanyol, amerikai) mintazata ettol
eltért. A szamorodni hartyaképzo térzsek kombinalt mintdzata eltér mind a leirt flor mintazattol,
mind a S. cerevisiae tipustorzs €s laboratdriumi torzsek mintdzatatol. A torzsek Cfol enzimmel
kapott mintazata, valamint az ScrFI enzim esetében a hartyaképzdk jelentds része (18 torzs) a S.
cerevisiae tipikus mintazatat mutatta. A Haelll enzimekkel kapott restrikcids mintdzat azonban
egyik esetben sem azonos a S. cerevisiae esetében megfigyelt mintazattal, sét sok esetben a flor,
illetve a S. cerevisiae mintazat keverékének tiint. A hdrom restrikcids enzimmel kapott mintazat

alapjan készitett kombinalt dendogramot a 10. dbra szemlélteti.

Fil. g0 a0 100
T B —— |

Ml 0%
Pl 2
M 121%*
W122%
TDIII*I.“I:
TOWO 2
A B1*
Pm 322
M 2%
hi22*
I
b g 2%
Pl F1*
W72
M 474"
W17 2%
TODS *
g |TDo4*
TDOS ™
B1g*
oxg21 ™
axE2 2%
B4 *
Bs *
C Ba*
B22*

D Badac=sany
CBS 1171

B3*

10. abra: rDNS ITS-5.8S régi6 RFLP analizisének kombindlt dendogramja. A hartyaképz6
torzseket * jeloli.
63



A hartyaképzd borélesztdk négy csoportot alkotnak (A, B, C és E). A négy csoport egyértelmiien
elkiiloniil mind a CBS 1171 tipustorzstdl, mind a S228c labortorzstdl. A Badacsonyl jelzésii
boré¢lesztd a S288c labortorzzsel alkotott egy csoportot (D klaszter), mig a PM 322 borélesztd
meglepd modon az A klaszterba tartozd hartyaképzokkel mutatott azonos mintazatot. A tipikus flor
mintazatot mutatd hartyaképzo éleszté (B3) egyediil alkotott egy klasztert (E klaszter), amely a
tobbi hartyaképzdtdl 69 %-os homolodgia szinttel elkiiloniilt.

5.4. Az rDNS homolégia vizsgalata heteroduplex analizissel

A heteroduplex analizis DNS szekvencidk kozotti kis kiillonbségek kimutatasara is alkalmas, ezért
feltételeztem, hogy a sherrybdl izolalt hartyaképzd élesztOkben jelen 1évé 24 bp-os delécio
(Fernandez-Espinar et al., 2000) is kimutathato a segitségével. Mivel a heteroduplex analizis kb.
800 bp méretig alkalmazhaté megbizhatdan, a vizsgédlathoz csak az ITS1 régiot szaporitottam fel az
ITS1-ITS2 primer par segitségével, amelynek eredményeképpen harom kiilonb6z6é tipusa PCR-
terméket kaptam (11. abra):

(1) kb. 440bp-os termék a CBS 1171 tipustorzs, az S288c labortorzs, a Badacsony1 borélesztd és 11
hartyaképzo borélesztd torzs esetében;

(i1) kb. 410 bp-os termék egy hartyaképzo borélesztd (B3) torzs esetében,;

(i11) kettés PCR termék (440 bp + 410 bp) 14 hartyaképz6 borélesztd torzs esetében.

440 bp

410 bp

11. abra: Az ITS1 régi6 amplifikalasaval kapott PCR termékek tipusai
1. Marker (100 bp 1étra), 2. B1", 3. B3", 4. B4”
": hartyaképzé boréleszték

Egyes torzsek esetében az ITS1-ITS2 primer-part alkalmazva kettés PCR-terméket kaptam, ami azt

mutatja, hogy ezek a torzsek eltérd hosszusagu rDNS allélt hordoznak. Ennek tovabbi vizsgélatahoz

c ey
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poliakrilamid gélen elvélasztottam (12. dbra). Az eredmények alapjan a torzseket két nagy
csoportba (I. és II. csoport) tudtam sorolni (6. #dbldazar). A 26 hartyaképzd borélesztd kozil 22
polimorf rDNS-sel rendelkezett, mivel ezeknél heteroduplex keletkezett. A B8, a 02/62.1 és a
02/62.2 hartyaképzd torzsek esetében csak nagyon halvany heteroduplex képzodést lehetett

megfigyelni, ami az egyes rDNS tipusok eltérd eléfordulas aranyara utal.

heteroduplexek

homoduplexek

12. abra: Hartyaképzo borélesztd torzsek on-renaturacioja
1. Marker (100 bp 1étra), 2. B1", 3. B3", 4. B4", 5. B5", 6. Marker (100bp 1étra), 7. M2.1", 8. M2.2", 9. M4.1",
10. M4.2"

*: hartyaképzé boréleszték

A tovabbiakban az I.-es csoportba tartozo6 torzsek hasonldsagat vizsgaltam, amihez a térzsek PCR-
termékeit egymassal kevertem, majd vizsgaltam a homo- illetve heteroduplex képzddést. A PCR
termékek méretén és szamdan alapulva (/1. abra) a B3 ¢és a B4 torzset valasztottam kontroll
torzsnek. A B3 torzs rDNS-ével a hartyaképzd torzsek mindegyikének rDNS-e heteroduplexet
képzett (13. abra), mig a B4 torzs esetében homoduplex képzddés volt csak megfigyelhetd.

1. 2. 3. 4. 5. 6.

1. Marker (100 bp 1étra), 2. B3"-B4”, 3. B3-B5, 4. B3"-B22", 5. B4"-B5", 6. B4-B22"
": hartyaképzé boréleszték
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Az analizis alapjan a 6. tablazat 1. csoportjat tovabb lehetett bontani. A B3 hartyaképzo ¢leszté —
amely egyértelmiien elkiiloniilt az rDNS RFLP analizise sordn a tobbi hartyaképzd élesztotol —
heterolog rDNS-sel rendelkezik (I.a csoport), mig a tobbi harom hartyaképzé homolog erre a

szekvenciara nézve (I.b csoport).

crer

alapjan

a) b)
B3 B4,B5,B22 | Bl, B8, B16, TDOL.1, TDO1.2, TD03, TD04, TDO5, M2.1,
M2.2, M4.1, M4.2, M7.1, M7.2, M10, M21, M17.1, M17.2,
M12.1, M12.2, 02/62.1, 02/62.1

A diploid TD04 torzsbdl eldallitott haploidok esetében az rDNS szegregalddasat vizsgalva (14,
dabra (A)), a haploidok fele (52 %) csak a molekularis adatbankban megtalalhatd S288c S.
cerevisiae fajra jellemz6d PCR-terméket adta (440 bp-os PCR termék), mig a haploidok masik
felében (48 %) mindkét tipusa rDNS (440 bp + 410 bp dupla PCR termék) megtalalhatd volt, ami
azt jelzi, hogy a kétféle rDNS tipus egyetlen kromoszoéman, a XlII-es kromoszéman fordul eld
azonban az Osszes haploidndl heteroduplex keletkezett, ami azt mutatja, hogy az egyetlen PCR

terméket eredményez6 haploidokban is kétféle rDNS allél volt megtalalhato.
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aszkuszonként) A/ PCR-termék B/ PCR-termékek On-renaturacidja. Az egy aszkuszbol

szarmaz6 haploidokat piros kapcsos-zardjellel jeloltem

1. Marker (100bp-os 1étra), 2. 4a*, 3. 4b*, 4. 4c*, 5. 5a*, 6. 5b*, 7. 5c*, 8. 6a*, 9. 6b*, 10. 6¢*, 11. 11a*,
12. 11b*, 13. 11c*

g hartyaképzo borélesztok

5.5. A hartyaképzé borélesztok RAPD analizise

A héartyaképzd ¢€lesztégombak torzs szintli Osszehasonlitdsa illetve elkiilonitése érdekében a
hartyaképzék RAPD analizisét kiilonbozé GC% tartalmu, 10 nukleotid hossziisagt RAPD
primerekkel, valamint a (GTG)3-as és a (GACA)4-es mikroszatellit primerekkel végeztem el. A 15.
dabran a kiilonb6zoé primerekkel kapott PCR mintazatra lathaté példa. Valamennyi vizsgalt
hartyaképzd torzs nagyfoku (92 %-os) hasonlosdgot mutatott a S. cerevisiae tipustorzzsel (16.
dbra), egymassal pedig 100 %-ban megegyezd mintdzatot adtak, valamennyi RAPD primer

esetében.
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OPE2  OPEl4 OPEl6  OPAI P50 P60 P70 P80  (GTG)3 (GACA)4
1.2.3.1.2.3.1.2.3. 1.2.3.1.2.3.1.2.3 1.2.3 1.2.3.1.2.3 1.2 3.

15. abra: Hartyaképzo borélesztd torzsek kiilonbozé primerekkel kapott RAPD mintazata

1. Marker (VI. Boehringer), 2. Bl *, 3. B3"
*: hartyaképzé boréleszték

S0 100
o e s by e e by by e e o 1y ey s 1, [
B1*
B3*
B4*
BS*
Ba*
B16*
B22*
TDO1A*
TDoq.2*
TDO3*
TDOg*
TDOs™
b2 1*
bz 2%
(N
hig 2*
hAT 1%
b7 2™
41 0%
21 *
h1 7.1
hi17.2%*
hi12.1*
hi12 2%

ozmE2.1*
2052 2%
Priz22

| Badaczony

cB=z 1171
Bz 350

16. abra: Hartyaképz6 borélesztok kombinalt RAPD dendogramja. Kontrollként a S. cerevisiae
tipustorzset (CBS 1171) és S. bayanus tipustorzset (CBS 380), valamint két borélesztd
torzset (PM 322 és Badacsonyl) alkalmazva. A hartyaképzd torzseket * jeloli.
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5.6. A hartyaképzé borélesztok cukorerjesztési spektrumanak meghatarozasa

Megvizsgaltam, hogy a tokaji hartyaképzé torzsek cukorerjesztési képességiik alapjan
besorolhatdéak-e a Martinez és mtsi. (1995) altal a flor €élesztok cukorerjesztési spektruma szerint
meghatarozott fiziologiai valtozatokba. A hartyaképzd ¢élesztok tobbsége (20 torzs) a beticus
véltozatba tartozik (7. tablazat). A S. cerevisiae cheresiensis valtozataba 4 hartyaképzd, mig a
montuliensis illetve a rouxii valtozatba 1-1 hartyaképzd torzs sorolhatd. A kontrollként kivalasztott
borélesztd torzsek koziil (Badacsonyl és PM 322) meglepden csak a Badacsonyl jelzésii torzs
mutatta a Saccharomyces cerevisiae tipustorzsre jellemzo erjesztési mintazatot, mig a PM 322-es

jelzést torzs a cheresiensis valtozatba tartozonak bizonyult.

7. tablazat: A hartyaképzo borélesztok besoroldsa kiilonbozo fiziologiai valtozatokba

Szénhidrat fermentacio S. cerevisiae
Torzsek
gliikéz | szacharéz | maltéz galaktoz | valtozat
Badacsony1 (kontroll) + + + + S. cerevisiae
B4, BS&, Bl6, B22, + + - - S. cerevisiae var.
TDO1.1, TDO01.2, TDO03, beticus

TDO0S, M2.1, M2.2, M4.1,
M4.2, M7.1, M7.2, M10,
M21, MI17.1, MI17.2,

M12.1,M12.2

TD04 + - - - S. cerevisiae var.
montuliensis

B1, BS, 02/62.1, 02/62.2, + + - + S. cerevisiae var.

PM 322 cheresiensis

B3 + - - + S. cerevisiae var.
rouxii

5.7. A hartyaképzé borélesztok szaporodasat és hartyaképzését befolyasolo kornyezeti

tényezok jellemzése

A 4509.-es és a 4.5.10.-es fejezetben leirt szaporoddsi, illetve hartyaképzési vizsgalatokat
egymassal parhuzamosan végeztem. A szaporodasi vizsgalatoknal alkalmazott minimal tapkdzeg

nem bizonyult alkalmasnak a hartyaképzés kivitelezésére, ugyanis egy napos inkubacié utan a
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sejtek Osszekapcsolddas nélkiil (hartyaképzés nélkiil) a tapkozeg felszinén lebegtek. Ez az ,al-

hartyaképzés” megakadalyozta a valodi hartyaképzés észlelését, ezért a hartyaképzés vizsgalatara

YEP tapkozeget hasznaltam a megfeleld komponensekkel kiegészitve.

5.7.1.

Gliikoz koncentracio hatasa a szaporodasra és a hartyaképzésre

A vizsgalat soran két szaraz szamorodnib6l (TD01.2 és M4.1) és két édes szamorodnibdl (TD04 és

02/62.1) szarmazd hartyaképzd torzs, valamint két nem hartyaképzé boréleszté (PM 322 és

Badacsonyl) szaporodasat hasonlitottam Ossze. A vizsgalt torzsek kozott nem taladltam lényeges

kiilonbséget. A kiilonboz6 koncentracioknal kapott tipikus szaporodasi gorbékre a 17. dbrdan 1athatd

példa. A torzsek szaporodasa rovid, 1-2 oras lag fazis utan beindult. Kis gliikdéz koncentraciok

esetén (5 g/l illetve 10 g/l) az élesztok hamar felhasznaltdk a rendelkezésre allo szénforrasokat (kb.

8 ora illetve 11 6ra), ami utan bedllt a stacioner fazis. 25 g/l-es gliikk6z koncentracid esetében a

stacioner fazis a tenyésztés 20-22. ordja koriil allt be. Ennél nagyobb koncentracional a torzsek a

vizsgalat 24 6raja alatt nem érték el a stacioner fazist, valamint a szaporodasi gorbék lefutdsabol

lathato, hogy a gliikoz koncentracido emelésével a szaporodas sebessége ¢és gliikoz felhasznalas

hatékonysaga csokkent.

1,600

1,400

1,200

1,000

0,800

OD595

10

12 14
1d6 [ora]

16

18

20

22

24

26

—a—0 g/l
——5¢g/l
—4—10 g/l
25 g/l
——50 g/l
75 g/l
—&— 100 g/
—o— 150 g/
—8—200 g/l

17. abra: A TDO04 torzs szaporodasi gorbéi kiilonbozé gliikoz koncentraciok (0 g/l — 200 g/l)

esetében. A szaporodas jellemzése a sejtszuszpenziok OD értékeinek mérésével tortént.
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A borélesztok hozamat meghatdrozva megerdsitést nyert a gliikdéz szaporoddsra gyakorolt gatld
hatasa (gliikoz represszid) (18. abra). A legnagyobb hozamot az 5 g/l gliik6z alkalmazasa esetén
kaptam. A gliik6z koncentracié megduplazasa a hozam felére csokkenését vonta maga utan. A
koncentracio tovabbi emelésével a hozam fokozatosan a minimalis 0,01-es szintre csokkent. Nem
talaltam kiilonbséget a szaraz illetve az édes szamorodnibol szarmaz6 hartyaképzok, valamint a

nem hartyaképz6 borélesztok hozama kozott.

0,200

0,180

ETD 01.2
EM4.1
ETD 04

W 02/62.1
EPM 322

H Badacsonyl

Hozam

5¢g1 10 g/l 25 g/l 50 g/l 75 g/l 100 g/1 150 g/l 200 g/

Gliik6z koncentracid

18. abra: Boré¢lesztd torzsek sejthozama kiilonbozd gliikéz koncentraciok (0 g/l — 200 g/l)

esetében

A gliikoz hartyaképzésre gyakorolt hatasat vizsgalva kiilonbségek mutatkoztak a szaraz, illetve az
¢des szamorodnibol izolalt hartyaképzd élesztdk esetében (8. tdablazat). A hartyaképzddés
beindulasa az édes szamorodnibdl szarmaz6 torzs esetében érzékenyebb volt a gliikkdéz koncentracio
emelésére. A beoltashoz hasznalt sejttomeg glilkdz-mentes taptalajon is képes volt hartyat képezni.
Ebben az esetben az egy hetes inkubacié utan a felszint boritd hartya méretében névekedést volt
tapasztalhatd, ami a taptalajban 1évo élesztokivonat és az esetlegesen elhalt sejtek autolizise soran
kiszabadult tapanyagok hasznositdsara vezethetd vissza. Kis gliikkoz tartalom esetében, 75 g/l-es
koncentracioig a szaraz szamorodnibol szarmazd torzs 3-5 nappal kordbban képzett hartyat, mint az

¢des szamorodnibol szarmaz6 torzs. E koncentracio felett a hartyaképzddés beinduldsa
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megkozelitdleg kiegyenlitddik, illetve nagyon kis mértékben az édes borbol szarmazo torzs kertilt

el6térbe.

8. tablazat: A glikoz koncentracié hatdsa a szaraz szamorodnibol (TDO01.2) és az édes

szamorodnibol (TDO04) izolalt térzsek hartyaképzésre

Kiindulasi gliikoz koncentracié | Hartyaképzodés beindulasa

a YEP taplevesben TDO01.2 TD04

0 g/l 1. nap 1. nap

5¢g/l 1. nap 1. nap

10 g/l 1. nap 4. nap

25 ¢/l 1. nap 6. nap

50 g/l 3. nap 8. nap

75 g/l 8. nap 13. nap

100 g/1 13. nap 12. nap

150 g/1 22. nap 21. nap

200 g/1 24. nap 22. nap
5.7.2. Etanol koncentracio hatasa a szaporodasra és a hartyaképzésre

Az etanol a f6 szénforras a hartyaképzés soran, azonban erds toxikus hatdsa miatt a hartyaképzo
¢élesztéknek jo etanol-toleranciaval kell rendelkeznilik. Ennek vizsgalatat tliztem ki célul a tokaji
hartyaképzo ¢élesztok esetében. Az etanol erds hatast gyakorolt a vizsgalt torzsek szaporodasara (79.
dbra (A)). 3 %-os koncentraci6 felett az etanol a szaporodas lassulasat eredményezte. 12 % etanol
koncentracio felett a szaporodas csak 16 ora elteltével volt tapasztalhatd, ami az etanol elparolgasa
kovetkeztében kialakuld kisebb koncentracionak tulajdonithat6. Ez aldl egyediil a Badacsonyl
jelzésh torzs képez kivételt (19. abra (B)), amely esetében a szaporodas még 24 ora elteltével sem
indult be a 18 % etanol tartalmt tdpkozegben, feltételezhetden a nagy etanol koncentracio toxikus

hatasanak kdszOnhetden.
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1,000
0,800
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1,000
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19. abra: A TDO04 hartyaképzd (A) és a Badacsonyl nem-hartyaképz6é (B) torzsek szaporodasi
gbrbéi kiillonbozo etanol koncentraciok (0% — 18%) esetében. A szaporodas jellemzése a

sejtszuszpenziok OD értékeinek mérésével tortént.
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Az etanol koncentraci6 a hartya fejlodésére is hatassal volt (20. dbra, 9. tablazat). Hozzéadott
etanol nélkiil a jo hartyaképzés a tapkozegben jelenlévd 5 g/l gliikdz kierjesztésébdl keletkezd
etanol jelenlétével magyardzhato. 9 % etanol tartalomig a hartyaképzés gyorsan lezajlott, és minden
esetben a teljes felszint beboritd, stabil, erds hartya alakult ki. 12 %-ndl nagyobb etanol
koncentracional a hartyaképzodés mar lassabb, és gyengébb, ami az etanol szaporodasra gyakorolt

gatlo hatasaval magyarazhatd. 18 % etanol tartalomnal hartyaképzést mar nem tapasztaltam.

1

3 il ! {'
3% 6% 9% 12% 15%  18%
20. abra: A TDO04 torzs hartyaképzése kiilonbozd etanol koncentraciok (0% — 18%) esetében

YEP(D) taplevesben a 3. napon

9. tablazat: Az etanol koncentracio hatdsa a TD04 torzs hartyaképzésére YEP(D) taplevesben

Hozzaadott etanol koncentracio 1. nap 2. nap 3. nap 6. nap
0 % + +++ +++ +++
3% + ++ +++ +++
6 % ++ +++ +++ +++
9% ++ +++ ++ ++
12 % + ++ ++ +++
15 % (+) + + ++
16 % - +) (+) +
17 % - (+) + +
18 % - - - -

Hartyaképzddés eréssége: -: nincs hartyaképzés; (+): a tapleves felszinén néhany sejt hartyava kezd osszeallni; +: a
tapleves felszinének 1/3-at ¢lesztéhartya boritja; ++: a tapleves felszinének 2/3-at élesztohartya boritja; +++: a tapleves

felszinének egészét élesztéhartya boritja

5.7.3. pH hatasa a szaporodasra és a hartyaképzésre

Az Saccharomyces sensu stricto csoport szamdara az optimalis pH tartomény altalaban az 5,0-5,5

értékek kozé esik, a must, illetve a kierjedt borok pH-ja viszont ennél kisebb, 2,8-3,7 kdzott valtozik
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(Kallay, 1998). A hartyaképzo borélesztOknek ezen értékek mellett kell szaporodniuk, illetve
hartyat kialakitaniuk.

Megvizsgaltam a hartyaképzd élesztok szaporoddsanak pH tartomanydt, illetve optimumat. A
vizsgalatok alapjan mind a szaporodas, mind a hartyaképzés esetében a 4-es pH volt az optimalis
(10. tablazat, 21. dbra (A)). pHS5-0s illetve 6-os értékek esetében a vizsgalt torzsek fajlagos
szaporodasi sebessége csokkent (22. dbra), valamint a hartyaképzés ideje kitolodott. 7-es pH-t
alkalmazva a torzsek szaporodésa jelentésen gatlodott, a TDO1.2 torzs szaporodéasa pedig teljesen
gatolt volt. Semleges pH értéknél a sejtek még képesek voltak hartyava dsszekapcsolddni, de ennél
nagyobb pH értéknél hartyaképzésrél mar nem lehet beszélni. Szaporodasi szempontbol a pH
emelésére a PM 322 jelzésii borélesztd torzs volt a legérzékenyebb (21. dbra (B)), a torzs optimuma

pH3 volt, pH5-nél pedig a fajlagos szaporodasi sebesség mar erdsen lecsokkent.

10. tablazat: A pH hatasa a TD04 t6rzs hartyaképzésére YEP(D) taplevesben

pH | 1.nap 2. nap 3. nap 6. nap
4 ++ +++ 4 4
5 + ++ ++ +++
6 + + + ++
7 - - ) +

8 - - ) )
9 - - () ()

Hartyaképz6dés erdssége: -: nincs hartyaképzés; (+): a tapleves felszinén néhany sejt hartyava kezd dsszedllni; +: a
tapleves felszinének 1/3-at élesztéhartya boritja; ++: a tapleves felszinének 2/3-at élesztéhartya boritja; +++: a tapleves

felszinének egészét élesztdhartya boritja
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21. abra: A TDO04 hartyaképz6 (A) és a PM322 nem-hartyaképzo (B) torzsek szaporodési gorbéi
kiilonbozé pH értékek esetében. A szaporodas jellemzése a sejtszuszpenziok OD

értékeinek mérésével tortént.
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22. abra: A hartyaképzé (TDOL1.2 és TD 04) és nem-hartyaképzd (PM 322 és Badacsonyl)
borélesztd torzsek fajlagos szaporodasi sebességeinek (p) valtozasa a pH fliggvényében,

Osszehasonlitva a S. cerevisiae tipustorzzsel

5.8. Sejtfeliileti hidrofobicitas vizsgalata

Szamos kozlemény foglalkozik a hidrofobicitds meghatidrozasaval, azonban nincs egységes leiras
sem az alkalmazott olddszer mennyiségérodl, sem a keverés idejérdl, ezért elészor ezen paraméterek
optimalasat végeztem el. Olddszer mennyiség hatasanak vizsgalatakor a hidrofobicitds értékében
csak a 10 %-nal kisebb olddszer mennyiséggel tapasztaltam csokkenést, ezért a méréseimhez
minden esetben a 20 %-os olddszer koncentraciot alkalmaztam. A keverési id6 hatdsat vizsgéalva a
nem tapasztaltam eltérést, egyediil a 10 masodperces keverés nem bizonyult elégségesnek, ezért

vizsgélataimhoz a 30 méasodperces vortexelést valasztottam.

5.8.1. A pH hatasa a hidrofébicitasra

A hartyaképzo élesztok szaporodasa és hartyaképzése a savas pH tartomanyban optimalis, els6ként
ezért a pH hatasat vizsgaltam a sejtfelszin hidrofobicitasara (23. dbra). A vizsgalathoz a stacioner

sejteket kiilonbozé pH-ra beallitott K-foszfat pufferben szuszpendaltam, majd apolaros oldat
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hozzaadasa és erdteljes keverés utan néztem a sejtek megoszlasat a két fazis kozott. A hartyaképzo
sejtek felszine a savas pH tartomanyban erésen hidrofébnak bizonyult. Semleges, illetve lugos pH
értekek esetében a felszin hidrofillé valtozott. A legkisebb hidrofdbicitasi értékkel a 02/62.1
hartyaképzo torzs rendelkezett, azonban ennél a térzsnél is kismértékben nétt a hidrofil jelleg a pH
érték emelésével, mint a tobbi hartyaképzd esetében. A kontroll borélesztd torzs felszine minden
vizsgalt pH értéknél hidrofilnek bizonyult. A TDO04 diploid toérzs meiotikus szegregansainak
hidrofobicitasat vizsgalva megéllapitottam, hogy a haploidok sejtfelszine a diploid torzshoz

hasonl6an nagyon hidrofob.

n

A 2,500

hidrofil

@ 2,000 A

hidrofob

¥ 1,500 -

1,000 -

0,500 -

0,000 -

PM 322 TD 01.2 TD 04 M4.1 02/62.1

23. abra: A pH hatésa a borélesztk hidrofobicitasara

H;: Hidrof6bicitasi index

5.8.2. A hidrofoébicitas valtozasa a szaporodas soran

A hértyaképzés legkedvezdbb esetben is 24 6rds inkubalas utan, tehat a sejtek stacioner fazisaban
indul. A hartyaképz0 torzsek stacioner fazisu sejtjei erdsen hidrofobnak bizonyultak. Annak
érdekében, hogy az exponencialis fazisban 1évo sejtek hidrofobicitasat vizsgalhassam, a szaporodas
elsd 8 orajaban kovettem nyomon a valtozast (24. (A) dbra). A szaporodds folyaméan a
hidrofobicitas 1ényegesen nem valtozott. A hartyaképzd torzs esetében a hidrofobicitas értékében
egy kismértéki csokkenés volt megfigyelhetd a gyorsulasi fazisban, ezutan a hidrofobicitas értéke

mar nem valtozott, beallt a térzsre jellemzo6 hidrofobicitasi érték.
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24, abra: A sejtfelszini hidrofobicitas alakulasa a szaporodas folyaman.

0,00E+00

N [sejt/ml]

N [sejt/ml]

A/ A TDO04 hartyaképzd és PM 322 planktonikus borélesztd torzs szaporodasa és

hidrofobicitasa komplett YEPD taplevesben B/ A TDO04 hartyaképz6 borélesztd

szaporodasa és hidrofobicitasa pH 3,3 értéki hartyaképzé YEP(D) taplevesben

H;: Hidrof6bicitasi index; N: Sejtkoncentracid
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A tenyésztés koriilményeit Osszehasonlitva elmondhatd, hogy a tapkozegek eltérd Osszetétele
[YEPD ¢és YEP(D)] illetve pH értéke (24. dabra) nem volt 1ényeges hatassal a hidrofobicités
alakulasara. A hartyaképzé taplevesben valo tenyésztés esetén a beoltaskori hidrofobicitas
kismértékben ndtt, majd a gyorsuldsi fazisban csokkent, azonban nem érte el a beoltaskori
lag fazis utani hidrofobicitas csokkenést megfigyelni, aminek kovetkeztében a sejtek nagyobb

hidrofobicitassal rendelkeztek a komplett tdptalajban tenyésztett sejteknél.

5.8.3. Enzimek hatasa a hidrofobicitasra

Valoszinii, hogy a flokkulacidban résztvevd lektinekhez hasonléan a hartyaképzésben is a sejtfal
feliileti rétegében lokalizalt hidrofob fehérjék jatszanak kulcsszerepet. Ennek ellendrzése

érdekében, kiilonbdzo enzimes kezelések hatasat vizsgaltam a hidrofobicitas alakulasara

Az enzimekkel valo kezelés egyértelmiien kimutatta, hogy a sejtfelszin hidrofobicitasaért fehérjék
feleldsek, mivel a felszin hidrofobicitasa erdsen csokkent, illetve egyes esetekben hidrofillé is valt a

fehérjebonto €s sejtfaloldd enzimek hatasara (25. dbra).

A 2,500

® 2,000
r 1,500
:_.
1,000
0,500
0,000 T T T T

kontroll Lysing Litikaz ProteinazK PronazE Kimotripszin Tripszin

hidrofil

hidrofob

<

25. abra: A TDO04 hartyaképzo torzs hidrofobicitasdnak valtozasa kiilonbozd enzimes kezelések
hatasara
H;: Hidrof6bicitasi index
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5.8.4. Borélesztok Lewis sav-bazis kolcsonhatasanak meghatarozasa

A borélesztd torzsek elektron donor/elektron akceptor (sav-bazis) tulajdonsdganak a meghatarozasat
MATS modszer segitségével (4. 5. 12. fejezet) végeztem el, melynek soran a sejteket vizes fazisban
szuszpendaltam, majd kiilonb6zo szerves oldoszerek hozzaadasa és erdteljes keverése utan néztem a
sejtek megoszlasat a két fazis kozott. A mérésekhez a hexadekan és kloroform, illetve a dekéan és
etil-acetat oldoszer parokat valasztottam. A hartyaképzd torzsek affinitasa mind a dekénnal, mind a
hexadekannal szemben nagy (26. abra), ami megerdsiti a xilollal kapott eredményeket, miszerint a
hartyaképzok sejtjei erdsen hidrofobok. Az affinitas értéke a két nem hartyaképzo borélesztd esetén
40 % alatt van, tehat hidrofilnek tekinthetdek. A vizsgalt torzsek mindegyikének nagyobb az
affinitasa a kloroformmal szemben, mint az ectil-acetattal szemben, ami ezen torzsek elektron donor

jellegére utal. A hartyaképzo torzsek affinitdsa kiemelkedden nagy a kloroformmal szemben.

100

80

ETDO1.2

B TD04
EM4.1

W 02/62.1

B PM322

M Badacsonyl

60 -

Affinitas [%]

40 -

20

Chloroform Hexadekan Etil-acetat Dekan

26. abra: Borélesztok affinitasa kiilonbozo oldoszerekhez
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5.9. Az adhézioés képesség és az invaziv novekedés vizsgalata

Szamos mikroorganizmus képes kiilonb6zd felszineken bevonatot képezni, amit biofilmnek hivnak.
A baktériumok biofilm képzd képességét polisztirolhoz vald tapadasuk alapjan becsiilik meg.
Reynolds ¢és Fink (2001) kutatasai szerint a S. cerevisiae is képes hozzatapadni polisztirol
felillethez. A milanyaghoz rogziilt sejtek ismételt mosasra sem tavolithatok el. Emellett szamos
tanulmany szdmolt be az éleszték nitrogén limitacidra bekdvetkezd alhifads novekedésérdl, amely

soran az alhifak képesek behatolni a taptalajba (invaziv novekedés).

A hartyaképzo ¢€lesztok a taplevesben rendelkezésre allo gliikoz kierjesztése utdn, a hartyaképzés
elott atmenetileg a tépleves aljara lesiillyednek. A TDO1.2 és a TDO04 hartyaképzd torzs
hartyaképzését polisztirol petricsészében kivitelezve, a petricsészek aljan 1€évo sejtek vizsgalata
alapjan elmondhatd, hogy a lesiillyedt sejtek a polisztirolhoz hozzatapadtak, onnan gyenge
vizsugéarral mosva nem tavolithatéak el. Ez is megerdsiti a sejtek hidrofob jellegét, ugyanis a
polisztirolhoz val6 adhéziot gyakran alkalmazzak a sejtfelszini hidrofobicitas mérésére (Rosenberg

et al., 1980).

A hartyaképz6 élesztok folyadékban vald szaporitdsakor gyakran megfigyelhetd jelenség az
¢lesztOsejtek novekedése a kémcesd falan, ami szerepet jatszhat a sejteknek a folyadékfelszinre valo
feljutasdban. A folyamat ellendrzéséhez a tenyésztést egy, a folyadékban ferdén elhelyezett
feddlemez jelenlétében végeztem. A tenyésztés kiilonbozd fazisaiban a feddlemezhez tapadt
sejteket vizsgalva a fed6lemez also felszinén nem taldltam rogziilt sejteket csak a feddlemez felsd

feliiletén (27. dbra).

A

also
felszin

27. abra: Az liveghez valo adhézid kisérleti elrendezése (A), illetve a TDO04 torzs adhézidja

iiveghez B/ 1. nap C/ 2. nap D/ 3. nap

A hartyaképzo ¢lesztOtorzsek esetében a rogziilés mechanizmusa feltételezhetden ugyanaz, mint a

polisztirolhoz val6 adhézio esetében, azaz a ferdén elhelyezett fedélemez felszinére leiilepedd sejtek
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hozzatapadtak az iiveghez, ami a polisztirolhoz valé adhézidhoz hasonloan hidrofob kolcsonhatas
jelenlétére utal. A tenyésztés soran a kémesé falan megjelend vékony élesztdsejt réteg pedig csak a

kémcso helyzetének a fiiggdlegestol kismértékben vald eltérésére vezethetd vissza.

crcr

vizsgalatahoz, a torzseket a taptalajra valo felvitel utan 3 napig tenyésztettem, majd az agar felszinét
gyenge sugari csapvizzel mostam. A hartyaképzd borélesztok a 02/62.1 és a 02/62.2 torzsek
kivételével nem voltak eltavolithatoak a taptalaj felszinérdl (28. dabra). A vizsgalat soran nem
sejtek adhézidja elégnek bizonyult a taptalajhoz vald rogziiléshez. A negativ kontrollként
alkalmazott élesztok (PM 322 és Badacsonyl jelzési borélesztok, CBS 1171 S. cerevisiae
tipustorzs, S288c labortorzs) telepei kivétel nélkiil lemosodtak, mig a pozitiv kontrollként
alkalmazott YHUM 272-es invaziv torzs (van Dyk et al., 2003) a hartyaképzokhoz hasonldan a

taptalajhoz rogziilt. A TDO04-es torzs haploid szegregdnsait vizsgalva nem tapasztaltam eltérést a

diploid sziild és haploid utoédok adhézidja kozott.

A/ telepek morfoldgidja agarlemezen B/ telepek eltavolithatosdga vizsugarral vald
mosassal

1.B1%,2.B3",3. TD01.2", 4. TD04", 5. M4.1", 6. 02/62.1", 7. CBS 1171, 8. CBS 380, 9. S288c, 10. PM 322,
11. Badacsonyl, 12. YHUM 272

*: hartyaképzé boréleszték
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5.10. A hidrofébicitas és a hartyaképzés alakulasa aszpirin jelenlétében

Az aszpirin kis koncentradcidban bizonyitottan gatolja mind a patogén élesztégombak biofilm
képzését (Alem és Douglas, 2004), mind pedig a flokkulens sejtek aggregalodasat (Strauss et al.,
2005). A szilard felszinen torténd biofilm képzés, a flokkulacid, valamint a folyadék felszini
hartyaképzés eltéréd mechanizmusokkal torténik, de mindegyik folyamatban sejtfelszini molekulak
jatszanak szerepet. Kock és mtsi. (2000) kapcsolatot mutatottak ki a flokkulacié és a sejtfelszini
oxilipinek jelenléte, valamint a sejtek hidrofobicitasa kozott. Ennek tiikrében érdemesnek lattam az
aszpirin  hartyaképz0 sejtek hidrofobicitasdra ¢és hartyaképzésére gyakorolt hatasdnak
tanulmanyozasat. Az aszpirin hatasanak vizsgalatdhoz a hartyaképzo sejteket 0; 0,1; 0,25; 0,5 illetve
1 mM aszpirint tartalmazd YEPD taplevesben el6tenyésztettem. A tenyésztést kovetden a sejtek
hidrofobicitasdit meghatdrozva nem taldltam kiilonbséget az eltérd feltételek mellett szaporitott
sejtek esetében. Az eldtenyésztést kdvetden a sejteket 0; 0,1; 0,25; 0,5 illetve 1 mM aszpirint és 6 %
etanolt tartalmazd YEP(D) téptalajba atoltottam és a hartyaképzést 1 héten keresztiil nyomon
kovettem. Az aszpirin nem gatolta a hartyaképzést az alkalmazott koncentraciokban, sét a 0,1 mM
illetve a 0,25 mM aszpirin jelenléte az eldtenyésztés soran fokozta a hartyaképzés gyorsasagat.
Ezen eredményekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az oxilipineknek nem jatszanak szerepet a

Saccharomyces cerevisiae éltal képzett hartya kialakitasaban.

5.11. Hartyaképzo élesztogombak sejtfalfehérjéinek analizise

Mivel a hartyaképzésben kulcsszerepe van a sejtfalfehérjéknek, ezért célul tliztem ki a hartyaképzo
¢s a nem hartyaképzd S. cerevisiae torzsek sejtfal fehérjéi kozotti eltérések vizsgalatat. A
sejtfalfehérjék vizsgalatdhoz kivontam mind a kovalensen, mind a nem-kovalensen kot6do
fehérjéket. A hartyaképzo élesztOk poliakrilamid gélen elvalasztott fehérjemintazatat a SEY6210
labortorzs mintdzatdhoz hasonlitottam. Az SDS-sel kivonhaté nem-kovalensen k&tddo és a
glilkandzzal kivonhat6 kovalensen kotédd (GPI-kotddésit) fehérjék mintdzata kozott nem taldltam
kiilonbséget. A NaOH-dal kivonhat6 kovalensen k6tddo (PIR fehérjék) fehérjék koziil a CcwS8p és a
Ccwllp mérete a labortorzs €s a hartyaképzok esetében megegyezett, azonban a hartyaképzo
torzsekben a kb. 117 kDa nagysagi Ccw7p/Pir2p/Hsp150p nem volt kimutathato (29. (A) dbra).
Egyediil a TD04 torzs estében lehetett egy a Ccw7p méretével nagyjabol megegyezd méretii (kb.
115 kDa) fehérjét kimutatni. Megjelent viszont az 0sszes hartyaképzo ¢€lesztd esetében egy kb.
87 kDa nagysagu tobblet fehérjesav. Annak ellendrzésére, hogy ez az Ujonnan megjelent
87 kDa nagysagu fehérje egy eddig ismeretlen fehérje-e, vagy csak a Ccw7p egy moddosulata, az
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izolalt fehérje N-termindlis részét megszekvenaltattam. Az eredményként kapott aminosav
szekvenciat (AAXQIGDXEVQA) o6sszehasonlitottam a Saccharomyces cerevisiae S288c torzs

SGD adatbankban talalhat6 aminosav szekvencidjaval (http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/seqTools)

Ez alapjan a kapott szekvencia a Ccw7p N-terminalis szekvenciajanak felelt meg. A fehérje kisebb
molekulaméretének egyik oka az kisebb glikozilacidos szint lehet, ezért az elektroforézissel
elvalasztott fehérjék szénhidrat oldallancait megfestettem (Zacharius et al., 1969) (29. (B) dbra). A
fehérje savok azonos intenzitdssal festddtek, tehat a méretkiillonbség nem a fehérje eltérd

glikozilaltsagara volt visszavezethetd.

A . 2. 3. 4. 5 6. 7. B 1. 2.

b AV

CowTp — Marker i |

94 kDa .
Cew8p —» 67 kDa
43 kDa

Cewllp/CewSp —»
30 kDa
= 20,1 kDa -

29. abra: Hartyaképzo élesztdgombak NaOH-dal kivonhato sejtfalfehérjéi
1. SEY6210, 2. TD04", 3. B1", 4. B4", 5. TD01.2", 6. M4.1", 7. 02/62.1"
": hartyaképzé boréleszték

5.12. A CCW?7/HSPI150 gén vizsgalata

Annak ellenérzésére, hogy a hartyaképzok esetében tapasztalt kisebb Ccw7p/Hspl150p méret a
CCW?7/HSP150 gén kisebb méretére vezethetd-e vissza, a HSP150 génre egy specifikus primer-part
terveztem (SGD adatbank Web Primer programja). A tervezett primer-par:

forward primer [C7-f]: CTACTACATTGGCCGCCTATGCTC ¢és

reverse primer [C7-r]: CGATAGCTTCCAAGTGGACTGGAG) segitségével a 1242 bp
nagysagu HSP150 génbdl elvileg egy 1185 bp nagysagu rész szaporithatd fel PCR segitségével. A
SEY6210 és az S288c labortorzsek, valamint a borélesztok PCR termékeinek méretét
Osszehasonlitva (30. dbra), csak a SEY6210 és a Badacsony| jelti torzs esetében kaptam az S288c
torzzsel megegyezd méretli terméket. Az 0sszes hartyaképzo élesztdgomba egy rovidebb, 1015 bp-

os PCR terméket eredményezett. Két torzs esetében azonban egy tovabbi termék jelent meg a PCR
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reakcio sordn. Az egyik torzs a TD04, amelynél egy nagyobb (1140 bp) termék keletkezett, mar a
sejtfalfehérjék vizsgalatakor is két fehérje savot mutatott (29. dbra). A masik torzs a B8 jeld
hartyaképz6 volt, amely esetében a hartyaképzokre jellemzd PCR termék mellett egy kisebb,
890 bp-os termék is megjelent. A vizsgalat sordn a nem-hartyaképzo borélesztok HSP150 génjenek
felszaporitasaval kapott amplikonok nagymértékii hossz polimorfizmust mutattak az 1015 bp és
1500 bp méret kozotti intervallumban. A 17 nem hartyaképzd borélesztd koziil 6t torzs (I/11/A,
11/0/7, 1/4/12, 1/5/A, 11/5/1) szintén heterozigota volt a CCW7 génre nézve, mig két torzs (a PM 322,
illetve a 34/1.03) a hartyaképzo torzsekre jellemzd 1015 bp-os PCR terméket eredményezett.

1. 2. 3. 4 5 6. 7. 8 9 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18.

19. 20. 21. 22. 23. 24. 25. 26. 27. 28. 29. 30. 31. 32. 33. 34. 35. 36.

37. 38. 39. 40. 41. 42. 43. 44, 45. 46. 47. 48. 49. 50. S51. 52. 53. 54. 55.

30. abra: Borélesztok HSP150 szekvenciajanak polimorfizmusa
1. Marker, 2. S288c, 3. SEY6210, 4. PM 322, 5. Badacsonyl 6. B1", 7. B3, 8. B4", 9. B5", 10. BS’,
11.B167, 12. B22", 13. TDO1.1", 14. TDO1.2", 15. TD03", 16. TD04", 17. TDO05", 18-19. Marker, 20. M2.1",
21. M2.2", 22. M4.17, 23. M4.2", 24. M7.17, 25. M7.2°, 26. M10", 27. M21", 28. M17.1", 29. M17.2",
30. M12.1%, 31. M12.2", 32. 02/62.17, 33. 02/62.2", 34. CBS 1170, 35. CBS 380, 36-37. Marker, 38. S288c,

39. M2.17, 40. T/0/A, 41. T/0/B, 42. /11/A, 43. 11/0/7, 44. /4/3, 45. 1/4/12, 46. 1/5/A, 47. 1/8/D, 48. 1/10/D,
49. 11/4/6, 50. 11/5/1, 51. 1/3/10, 52. 1/10/3, 53. IV/8/z2, 54. 34/1.03, 55. Marker

": hartyaképzé boréleszték



5.12.1. A HSP150 gén RFLP analizise

A HSPI150 szekvencia polimorfizmusanak megéllapitasa érdekében elvégeztem a felszaporitott

termékek RFLP analizisét az Rsal, a Haelll és a Kpnl restrikciés endonukledzokkal. A gélképek

alapjan készitett kombinalt dendogramot a 31. @bra mutatja.

40 3 G i g a0 100
P . s a1

34103
P2 1%
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31. abra: Borélesztok HSP150 génjének RFLP dendogramja. A hartyaképzd torzseket * jeloli.
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A dendogram alapjan a torzsek két {6 csoportot alkotnak (1. és 2.), amelyek 40 % hasonldsagi
szintnél véalnak el. A hartyaképzd élesztégombdk az 1. csoportba tartoznak, egymassal 100 %
hasonldsdgot mutatva. Ez aldl csak a TD04 és a B8 torzsek képeznek kivételt, amelyek kettés PCR
terméket eredményeztek, ezaltal bar az 1. csoportba tartoznak, de a tobbi hartyaképzotol
70 % hasonlosagi szintnél elvalnak. Harom nem-hartyaképzd élesztdgomba kivételével a nem-
hartyaképzok a 2. csoportba tartoznak. A harom kivétel koziil kettd torzs (PM 322 és 34/1.03) a
HSP150 gén RFLP analizise szerint teljesen megegyezik a hartyaképzokkel. A harmadik torzs
(I/3/10) mind a két csoporttol egyértelmiien elkiiloniil, ezen térzs mar a gélelektroforézis soran is

kiugro méretii PCR terméket mutatott (1500bp).

5.12.2. A HSP150 gén polimorfizmusanak meghatarozasa szekvenalassal

A HSPI150 allélok nukleotid ¢és aminosav szekvencia polimorfizmusanak vizsgalatahoz
megszekvenaltattam az S288c labortdrzs, és az RFLP analizis alapjan az 1. klaszterba tartozé BI,
TDO1.2 és M4.1 hartyaképzok, valamint a veliik hasonlosagot mutatdo PM 322 ¢és 34/1.03 borélesztd
torzsek HSP150 génjének amplikonjait. A 32. dabrdan lathatd a szekvencia alapjan leforditott
aminosav sorrend.

Az Osszes vizsgalt torzs a Pir génekre jellemzd tulajdonsdgot mutatta, mivel szamos tandem
ismétlédést tartalmaztak, amelyek egy hossza, ismétlddd szekvencidkat tartalmazd régiot
eredményeztek a HSPI150 génen beliil. Az ismétlodd szekvenciak eltéréseket mutattak a vizsgalt
torzsek kozott. Az S288c labortorzs szekvencidja megegyezett a S. cerevisiae adatbankban

(http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/seqTools) taldlhaté szekvenciaval. A hartyaképzé ¢és nem-

hartyaképzd borélesztdk esetében egyarant az ismétlddd région beliil két szegmens hidnyzott, a
kozelebbi egy 144 bp-os a tavolabbi egy 57 bp-os delécionak felelt meg. Az Gsszes vizsgalt fehérje
tartalmazta a Kex2 protedz hasitasi helyet. A borélesztok Hspl50p aminosav szekvencidja a
deléciokon kiviil a kovetkezd helyeken mutatott még eltérést az S288c tdorzs szekvencidjahoz
képest: az elsd és a tizenegyedik ismétlddd szekvenciaban szerin (S) talalhato a treonin (T) helyett,
illetve a hatodik ismétlédé szekvencidban izoleucin (I) talalhato a valin (V) helyett. Ezen feliil az
otodik 1smétlédd szekvencidban egy izoleucin (I) és valin (V) valtakozést lehet megfigyelni. A
vizsgalt 5 boréleszt a szekvencia alapjan két csoportba tartozik: (i): B1, PM 322, TDO01.2 és (ii)
34/1.03, M4.1.

Az RFLP analizis alapjan a 2. klaszterba tartozé nem-hartyaképzo borélesztok koziil az I/0/A ¢és az

I/0/B torzsek lettek kivalasztva szekvendldsra, ugyanis annak ellenére, hogy azonos RAPD
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csoportba tartoznak, eltéréd HSP150 allélt hordoznak. Az 1/0/A torzs altal hordozott allél mésik négy
(I/8/D, 1/4/6, 1/10/3 és 1V/8/z2), mig az 1/0/B altal hordozott allél masik harom borélesztében (1/4/3,
1/10/D és Badacsonyl) is jelen van. Az I/0/B altal hordozott all¢l ezen feliil még 4 borélesztében is
kimutathaté egy kisebb alléllal vald6 kombinacioban (I/11/A, 11/0/7, 1/4/12 és 1/5/A). A két torzs
Hspl150p aminosav szekvencidja a 33. dbrdan lathatd az S288c ¢és az egyik hartyaképzo
szekvenciajahoz hasonlitva. Mindkét megszekvenalt borélesztd a hartyaképzokre jellemzd
valtozasokat mutatja. Az egyetlen kiilonbség, hogy a hartyaképzOknél hianyzo 3. ismétlodod
szekvenciat tartalmazzak, méghozza kiillonb6z6 kopiaszdmban, amelynek kovetkeztében kialakul a

HSP150 gén hossz-polimorfizmusa.
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5288c
PM322
34/1.03
B1*
M4.1*
TDO1.2*

5288c
PM322
34/1.03
B1*
M4.1*
TD01.2*

5288c
PM322
34/1.03
B1*
M4.1*
TD01.2*

5288c
PM322
34/1.03
B1*
M4.1*
TDO1.2*

5288c
PM322
34/1.03
B1*
M4.1*
TD01.2*

5288C
PM322
34/1.03
B1*
M4.1*
TDO1.2*

MQYKKTLVAS ALAATTLAAY APSEPWSTLT PTATYSGGVT DYASTFGIAV QPISTTSSAS SAATTASSKA
GVT DYASTFGIAV QPISTTSSAS SAATTASSKA
GVT DYASTFGIAV QPISTTSSAS SAATTASSKA
GVT DYASTFGIAV QPISTTSSAS SAATTASSKA
GVT DYASTFGIAV QPISTTSSAS SAATTASSKA
GVT DYASTFGIAV QPISTTSSAS SAATTASSKA
1. 2. 3.
KRAASQIGDG QVQAATTTAS SQIGDGQIQA TTKTTAAAVS QIGDGQIQAT TKTTSAKTTA
KRAASQIGDG QVQAATTTAS SQIGDGQIQA TTKTT..... .......... tuvunnnnnn
KRAASQIGDG QVQAATTTAS SQIGDGQIQA TTKTT..... .......ciit tuvinennnn
KRAASQIGDG QVQAATTTAS SQIGDGQIQA TTKTT..... .......... tovninnnnnn
KRAASQIGDG QVQAATTTAS SQIGDGQIQA TTKTT..... ........it tuvinnennnn
KRAASQIGDG QVQAATTTAS SQIGDGQIQA TTKTT..... ........it tuvinnennnn
5. 6. 7.
AAVSQIGDGQ IQATTTTLAP KSTAAAVSQI GDGQVQATTT TLAPKSTAAA VSQIGD ATTKTTAAAV
.................... .AAAVSQI GDGQVRATTT TLAPKSTAAA VSQIGD ATTKTTAAAV
.................... . .AAAVSQI GDGQIRATTT TLAPKSTAAA VSQIGD ATTKTTAAAV
.................... .AAAVSQI GDGQVRATTT TLAPKSTAAA VSQIGD ATTKTTAAAV
.................... . .AAAVSQI GDGQIRATTT TLAPKSTAAA VSQIGD ATTKTTAAAV
.................... . .AAAVSQI GDGQVRATTT TLAPKSTAAA VSQIGD ATTKTTAAAV
8. 9. 10.
SQIGDGQVQA TTKTTAAAVS QIGDGQVQAT TKTTAAAVSQ IGDGQVQATT KTTAAAVSQI TDGQVQATTK
SQIGDGQVQA TTKTT..... .......... . .AAAVSQ IGDGQVQATT KTTAAAVSQI TDGQVQATTK
SQIGDGQVQA TTKTT..... .......... . .AAAVSQ IGDGQVQATT KTTAAAVSQI TDGQVQATTK
SQIGDGQVQA TTKTT..... .......... . .AAAVSQ IGDGQVQATT KTTAAAVSQI TDGQVQATTK
SQIGDGQVQA TTKTT..... .......... . .AAAVSQ IGDGQVQATT KTTAAAVSQI TDGQVQATTK
SQIGDGQVQA TTKTT..... .......... . .AAAVSQ IGDGQVQATT KTTAAAVSQI TDGQVQATTK
11.
TTQAASQVSD GQVQATTATS ASAAATSTDP VDAVSCKTSG TLEMNLKGGI LTDGKGRIGS IVANRQFQFD
TTQAASQVSD GQVQATISATS ASAAATSTDP VDAVSCKTSG TLEMNLKGGI LTDGKGRIGS IVANRQFQED
TTQAASQVSD GQVQATISATS ASAAATSTDP VDAVSCKTSG TLEMNLKGGI LTDGKGRIGS IVANRQFQED
TTQAASQVSD GQVQATISATS ASAAATSTDP VDAVSCKTSG TLEMNLKGGI LTDGKGRIGS IVANRQFQFD
TTQAASQVSD GQVQATISATS ASAAATSTDP VDAVSCKTSG TLEMNLKGGI LTDGKGRIGS IVANRQFQED
TTQAASQVSD GQVQAT|SATS ASAAATSTDP VDAVSCKTSG TLEMNLKGGI LTDGKGRIGS IVANRQFQFD
GPPPQAGAIY AAGWSITPDG NLAIGDNDVE YQCLSGTEFYN LYDEHIGSQC TPVHLEAIDL IDC
GPPPQAGAIY AAGWSITPDG NLAIGDND
GPPPQAGAIY AAGWSITPDG NLAIGDNDVE YQCLSGTFYN LYD
GPPPQAGAIY AAGWSITPDG NLAIGDNDVE YQCLSGTEYN LYD
GPPPQAGAIY AAGWSITPDG NLAIGDNDVE YQCLSGTFYN LYD
GPPPQAGAIY AAGWSITPDG NLAIGDNDVE YQCLSGTEYN LYD

32. abra: Bor¢lesztok Hsp150p aminosav szekvenciaja. Sargaval kiemelve a Kex2 protedz hasitasi

hely lathat6. A hartyaképzoé torzseket * jeloli.
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5288c
M4.1*
I/0/A
I/0/B

5288c
M4.1*
I/0/A
I/0/B

5288c
M4.1*
I/0/A
1/0/B

5288c
M4.1%*
I/0/A
I1/0/B

5288c
M4.1*
I/0/A
I/0/B

5288c
M4.1*
I/0/A
I/0/B

5288c
M4 . 1%
I/0/A
I/0/B

MQYKKTLVAS ALAATTLAAY APSEPWSTLT PTATYSGGVT

1.

\S)

GVT
GVT
GVT

DYASTFGIAV
DYASTFGIAV
DYASTFGIAV
DYASTFGIAV

3.

QPISTTSSAS
QPISTTSSAS
QPISTTSSAS
QPISTTSSAS

SAATTASSKA
SAATTASSKA
SAATTASSKA
SAATTASSKA

KRAASQIGDG
KRAASQIGDG
KRAASQIGDG
KRAASQIGDG

AAVSQIGDGQ
AAVSQIGDGQ

5.

QVQAATTTAS
QVQAATTTAS
QVQAATTTAS
QVQAATTTAS

IQATTKTTSA
IQATTKTTSA

VSTKST]
VSTKSS]
VSTKSS]
VSTKSS|

< < < <

KTTAAAVSQI

6.

SQIGDGQIQA
SQIGDGQIQA
SQIGDGQIQA
SQIGDGQIQA

GDGQIQATTK

TTKTTAAAVS

TTKTTAAAVS
TTKTTAAAVS

QIGDGQIQAT
QIGDGQIQAT
QIGDGQIQAT

TKTTSAKTT.
TKTTSAKTTA
TKTTSAKTTA

TTSAKTT. ..

7.

VSQIGDGQIQ

ATTTTLAPKS

TAAAVSQIGD
.AAAVSQIGD
.AAAVSQIGD
.AAAVSQIGD

ATTTTL
ATTTTL
ATTTTL

Q0 Q Q Q

ATTTTL

9.

APKSTAAAVS
APKSTAAAVS
APKSTAAAVS
APKSTAAAVS

QIGDGQVDAT
QIGDGQIPAT

QIGDGQIPAT

QIGDGQIPAT

10.

TKTTAAAVSQ
TKTTAAAVSQ
TKTTAAAVSQ
TKTTAAAVSQ

IGDGQVQATT
IGDGQVQATT
IGDGQVQATT
IGDGQVQATT

11.

GDGQVQATTK

TTAAAVSQIG
. .AAAVSQIG
. .AAAVSQIG
. .AAAVSQIG

DGQVQATTKT
DGQVQATTKT
DGQVQATTKT
DGQVQATTKT

TAAAVSQITD
TAAAVSQITD
TAAAVSQITD
TAAAVSQITD

GQVQATTKTT
GQVQATTKTT
GQVQATTKTT
GQVQATTKTT

AAATSTDPVD AVSCKTSGTL EMNLKGGILT DGKGRIGSIV ANRQFQFDGP

AAATSTDP VDAVSCKTSG TLEMNLKGGI LTDGKGRIGS IVANRQFQFDGP
EMNLKGGILT DGKGRIGSIV ANRQFQFDGP
EMNLKGGILT DGKGRIGSIV ANRQFQFDGP

AAATSTDPVD
AAATSTDPVD

AIGDNDVEYQ
AIGDNDVEYQ
AIGDNDVEYQ
AIGDNDVEYQ

AVSCKTSGTL
AVSCKTSGTL

CLSGTFYNLY
CLSGTFYNLY
CLSGTFYNLY
CLSGTFYNLY

DEHIGSQCTP VHLEAIDLID C

D
D
D

QAASQVSDGQ
QAASQVSDGQ
QAASQVSDGQ
QAASQVSDGQ

PPOAGAIYAA
PPOQAGAIYAA
PPQAGATIYAA
PPOAGAIYAA

VOATTATSAS

VQATISATSAS

VQATISATSAS

VQATEQTSAS

GWSITPDGNL
GWSITPDGNL
GWSITPDGNL
GWSITPDGNL

33. abra: Nem-hartyaképz6 borélesztok Hspl50p aminosav szekvencidja. Sargaval kiemelve a

Kex2 proteaz hasitasi hely lathatd. A hartyaképzd6 torzset * jeloli.
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5.12.3. A HSPI150 allélok szegregacidja

Egyes borélesztok esetében a HSP150 gén felszaporitdsa esetén kettds PCR termék keletkezett,
amely eltéré méretli allélok jelenlétére utalt. Ilyen térzs a TD04 hartyaképzd boréleszto is, amely
torzsbOl meiotikus szegregansokat izolaltam. A szegregansok HSP150 génjének C7-f és a C7-r
primer-par segitségével felszaporitott PCR-termékeire lathato példa a 34. dbrdn.

A diploid torzsben jelen 1évo allélok a spérazas soran szegregaltak, az utddok vagy csak a révidebb
(1015 bp), vagy csak a hosszabb (1140 bp) gént tartalmaztak. A szegregaldodo allélok és a sporak
csokkent ¢letképessége kozott nem taldltam Osszefiiggést, tovabba mindkét tipust szegregans

megtartotta hartyaképzo képességét és hasonld sejtfal hidrofobicitési értékkel rendelkezett.

1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17.

3 taléld spora aszkuszonként), az egy aszkuszbol szarmazo haploidokat piros kapcsos-

zargjellel jeloltem
1. Marker (100bp-os 1étra), 2. TD04 diploid, 3. 1a, 4. 1b, 5. 2a, 6. 2b, 7. Marker (100 bp-os 1étra), 8. TD04
diploid, 9. 4a, 10. 4b, 11. 4c, 12. 5a, 13. 5b, 14. 5c, 15. 6a, 16. 6b, 17. 6¢

Két eltérd allélt hordozo szegregéans (la és 1b) HSP150 génjének megszekvenaldsa, majd a kodolt
aminosav sorrend alapjan (35. dbran) kideriilt, hogy a kisebb méreti (1015bp) allélt hordozo 1b
szegregans 100 % hasonlosdgot mutat a 34/1.03 és az M4.1 torzsek alkotta csoporttal. Az la
szegregans az 1b-hez képest egy 135 bp-os insercioval rendelkezik az 5. ismétlddd szakaszon beliil.
Az inserci0 (az abran aldhtuzassal jeldlve) a gén 250-as és 385-0s nukleotidja kozotti szekvenciaval

azonos, feltehetdleg az insercid ezen régio duplikacidjaval jott 1étre.
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S5288c
M4 . 1%
TD04/1b*
TD04/la*

5288c
M4 . 1%
TD04/1b*
TD04/la*

5288c
M4 . 1%
TD04/1b*
TD04/1la *

5288c
M4 . 1*
TD04/1b*
TD04/1la *

5288c
M4.1%*
TD04/1b*
TD04/la*

S5288c
M4 . 1*
TD04/1b*
TD04/la*

5288C
M4 . 1%
TD04/1b*
TD04/la *

35. abra:

MQYKKTLVAS ALAATTLAAY APSEPWSTLT PTATYSGGVT

1.

GVT
GVT
GVT

DYASTFGIAV
DYASTFGIAV
DYASTFGIAV
DYASTFGIAV

3.

QPISTTSSAS
QPISTTSSAS
QPISTTSSAS
QPISTTSSAS

SAATTASSKA
SAATTASSKA
SAATTASSKA
SAATTASSKA

KRAASQIGDG
KRAASQIGDG
KRAASQIGDG

QVQAATTTAS
QVQAATTTAS
QVQAATTTAS

5.

SQIGDGQIQA
SQIGDGQIQA
SQIGDGQIQA

TTKTTAAAVS

QIGDGQIQAT

TKTTSAKTTA

KSTAAAVSQI
.. .AAAVSQI
.. .AAAVSQI

TASVSTKSSA

AAVSQIGDGQ

IQATTKTTAA

7.

8.

AVSQIGDGQI

.ATTTTLAPK
.ATTTTLAPK
.ATTTTLAPK
QATTTTLAPK

9.

STAAAVSQIG
STAAAVSQIG
STAAAVSQIG
STAAAVSQIG

DGQVRATTKT
DGQIDATTKT

DGQIPDATTKT

DGQIDATTKT

10.

TAAAVSQIGD
TAAAVSQIGD
TAAAVSQIGD
TAAAVSQIGD

GQVQATTKTT
GQVQATTKTT
GQVQATTKTT
GQVQATTKTT

11.

AAAVSQIGDG

QVQATTKTTA
......... A
......... A
......... A

TSTDPVDAVS
TSTDPVDAVS
TSTDPVDAVS
TSTDPVDAVS

AAVSQIGDGQ
AAVSQIGDGQ
AAVSQIGDGQ
AAVSQIGDGQ

CKTSGTLEMN
CKTSGTLEMN
CKTSGTLEMN
CKTSGTLEMN

VQATTKTTAA
VQATTKTTAA
VQATTKTTAA
VQATTKTTAA

LKGGILTDGK
LKGGILTDGK
LKGGILTDGK
LKGGILTDGK

AVSQITDGQV
AVSQITDGQV
AVSQITDGQV
AVSQITDGQV

GRIGSIVANR
GRIGSIVANR
GRIGSIVANR
GRIGSIVANR

DNDVFYQCLSGTFYNLYDEHIGSQCTPVHLEAIDLIDC

DNDVFYQCLSGTFYNLYD
DNDVFYQCLSGTFYNLYD
DNDVFYQCLSGTFYNLYD

QATTKTTQAA
QATTKTTQAA
QATTKTTQAA
QATTKTTQAA

QFQFDGPPPQ
QFQFDGPPPQ
QFQFDGPPPQ
QFQFDGPPPQ

SQVSDGQVQA
SQVSDGQVQA
SQVSDGQVQA
SQVSDGQVQA

AGAIYAAGWS
AGAIYAAGWS
AGAIYAAGWS
AGAIYAAGWS

ITPDGNLAIG

ITPDGNLAIG
ITPDGNLAIG
ITPDGNLAIG

A TDO04 szegregansok Hspl150p aminosav szekvencidja. Sargaval kiemelve a Kex2

proteaz hasitasi hely lathat6. A hartyaképzo torzseket * jeloli. Az aldhtzas az insercidt, mig a

szaggatott vonallal a duplikaciora keriil6 régiot jeldli.
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6. KOVETKEZTETESEK

6.1. A hartyaképzo élesztogombak fiziologiai jellemzése

A hartyaképzés, valamint a hartyaképzo élesztok anyagcseréje specialis koriilmények kozott zajlik.
Vizsgalataim szerint az élesztok teljes mértékben adaptalodtak a bor felszinén vald szaporodashoz.
A sherry borok esetében a hartyaképzés csak szaraz borok felszinén kovetkezik be, mig a
szamorodni borokndl egyes esetekben édes borok felszinén is meg lehetett figyelni Gsszefliggd
¢lesztohartya kialakulédsat. A gliikoz koncentracio szaporodasra gyakorolt hatdsa nem kiilonbozott a
szaraz, illetve az édes szamorodnibdl szarmazo izolatumok esetében, sot a torzsek hozama az eltéro
koncentraciok esetében a borok erjesztését végzd borélesztok hozamaval mutatott hasonlosagot,
ami arra utal, hogy a magyar hartyaképzd borélesztok is képesek lehetnek a mustot borra
kierjeszteni, hasonloan a spanyol Sherry borok készitésénél hasznalt flor élesztOkhoz. Valdszindi,
hogy a must erjedésénél szuszpenzidoban néve erjesztenek, majd az alkoholos fermentacio lezajlasa
utan a felszinre felemelkedve és hartyat kialakitva oxidativ metabolizmust folytatnak. A kiilonb6z6
gliikoz koncentracioknak egyediil a hartyaképzés idejére volt eltérd hatdsa, ugyanis az édes borbodl
szarmazo6 izolatum hartyaképzése kis gliikoz koncentraciok esetében (10-75 g/1) kitolddott. A borok
12 % koriili etanol koncentracidja a hartyaképzd élesztok szaporodasat lassitja, de a gyors
hartyaképzést nem gatolja. A hartyaképzo torzsek kivétel nélkiil képesek talélni még a 18 %-os
etanol koncentracidt is, igaz, ilyen nagy koncentracional a hartyaképzés elmarad. Ebbdl a
szempontbol a szamorodni hartyaképzok hasonloak a sherry torzsekhez, példaul az oloroso borok
alkoholtartalmat az oxidativ érlelés elétt 18 %-os értékre allitjdk be, hogy meggatoljak a
hartyaképz6 élesztok aktivitasat (Botella et al., 1990). A szaporodas és a hartyaképzés pH
optimuma a legtobb Saccharomyces szdmara optimalisnak tartott 5-0s értéknél kisebb és megfelel a

borok pH értékének.

A savas pH értékek kedvezd hatassal vannak a hartyaképzdk sejtfelszinének hidrofob jellegére,
amely szerepet jatszhat a sejtek hartydva vald Osszeallasdban (Alexandre et al., 1998). A nem-
hartyaképz6 éleszték felszine minden pH érték esetében hidrofilnek bizonyult. A sejtek
hidrofobicitasat sejtfelszini zsirsavak is okozhatjak, ugyanis limura és mtsi. (1980b) kimutattak,
hogy luggal valo kezelés, amely a sejtfelszinen 1év0 zsirsavakat tavolitja el, a hidrofobicitast erésen
csokkenti. Vizsgalataim szerint a hartyaképzd ¢élesztok sejtfelszine lugos pH érték esetén szintén
hidrofil. Az aszpirin — amely gatolja a hidroxi-oxilipinek képzddését (Alem ¢és Douglas, 2004) —
nem okozott valtozast a sejtek hidrofobicitasaban ¢és a hartyaképzésre sincs negativ hatassal, tehat
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kizarhatdé az oxidalt zsirsavak szerepe a hartyaképzok sejtfelszinének hidrofobicitdsaban.
Kimutattdk, hogy a nagy hidrofob értékeket leggyakrabban a sejtfalhoz kapcsolodd fehérjék
okozzak (Kang ¢s Choi, 2005), ezt alatimasztja, hogy fehérjebontd enzimek hatdsara a sejtfelszin
hidrofobicitasa erésen csokken, egyes esetekben hidrofillé is valik. A hartyaképzésben ¢és a
hidrofobicitas kialakitasaban feltételezhetden mas fehérjék vesznek részt, ugyanis a hartyaképzés

elétt nem lehet megfigyelni a hidrofobicitds emelkedését, mint pl. a flokkulacional.

A hartyaképzo ¢€lesztok erds adheziv tulajdonsaggal rendelkeznek, képesek mind a taptalaj, mind a
polisztirol anyagokhoz, valamint az iiveghez hozzatapadni, ezen adhézids képesség hidrofob
kolcsonhatasok jelenlétére utal a sejt és a kornyezete kozott. Tovabbad a FLOII gén tul-
expresszaltsagara lehet kovetkeztetni, ugyanis az adheziv tulajdonsag elsésorban haploid sejteknél
figyelhetd meg. A diploid sejtek adhézidja kisebb mértékii (Reynolds és Fink, 2001), azonban ez a
képesség a FLOI1 1 tul-expresszaltatasaval javithato (Lo €s Dranginis, 1998).

Az altalam vizsgalt hartyaképzo élesztégombak mindegyike képes volt sporazasra. Ez megegyezik
Magyar (1984), valamint Guijo ¢s mtsi. (1997) megfigyeléseivel, viszont eltér a Martinez €s mtsi.
(1995) altal vizsgalt hartyaképzd ¢élesztoktdl, amelyek egyaltalan nem sporaztak. A tokaji
hartyaképz6 torzsek sporazod képessége jelentdsen eltért, sok volt az aberrans tetrad, azaz a 1étrejott
aszkuszokban eltéré szamu (1, 2, 3 és 4 db) haploid spéra keletkezett. A sporak életképessége
nagyon kicsi, a sporak 27 % volt csak képes telepet képezni, ennek ellenére sikeriilt aszkuszonként
nemcsak egy, hanem két vagy harom életképes sporat is izoldlnom. Az izolalt haploidok esetében a
hartyaképzés képessége nem szegregalddott, mint a Santa Maria és Vidal (1973) altal vizsgalt torzs
esetében. Emellett a haploidok sejtfelszine megdrizte a diploid sziilére jellemzd, magas hidrofob

értéket ¢és az adheziv tulajdonsagot.

A sherry borok populécié dinamikajaval foglalkozé tanulmanyok megtartjdk a Saccharomyces
cerevisiae flor élesztdk fiziologiai tulajdonsagokon alapuld négy véltozatba valo elkiilonitését. Az
altalam vizsgalat tokaji szamorodni feliiletérdl szarmazoé hartyaképzo élesztok jelentds része (83 %)
a cukorerjesztési spektrum alapjan a S. cerevisiae var. beticus valtozatahoz tartozik. Ez megegyezik
Sancho és mtsi. (1986), valamint Martinez és mtsi. (1997a) vizsgalatainak eredményeivel, amelyek
alapjan a sherry érlelése folyamdn a hartyabol izolalt élesztdgombak kozott a S. cerevisiae var.
beticus dominalt.

Martinez ¢s mtsi. (1995) 6sszefiiggést talaltak a flor S. cerevisiae kiilonb6z0 fizioldgiai valtozata és
killer toxin érzékenysége kozott. A tokaji borvidékrdl szarmazo hartyaképzd élesztégombak ezt a

kiilonbséget nem mutattak, egy torzs kivételével (TDO1.1) nem voltak érzékenyek a S. cerevisiae
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K1, K2, KTA ¢és K28 killer toxinokra. A vizsgalt flor ¢lesztOk szintén rezisztensek voltak a killer-
toxinra. Mig a szamorodnirdl szarmazé hartyaképzok kozott nem talaltam toxin-termeld torzset, a

kiilfoldi flor élesztok koziil a moldéaviai (B3) flor élesztd toxintermeld torzsnek bizonyult.

6.2. A hartyaképz6 élesztégombak taxonomiai helyzete és molekularis jellemzése

A tokaji szamorodni feliiletén 1év6 hartydbdl izolalt hartyaképzd élesztok valamennyien a
S. cerevisiae fajhoz tartoztak, mint azt az rDNS RFLP ¢és RAPD analizis bizonyitotta. Ez
megegyezik Martinez és mtsi. (1997a) vizsgalati eredményeivel, akik a sherry hartyabol 95 %-ban a
S. cerevisiae fajhoz tartozd torzseket izolaltak. A RAPD-PCR analizis soran valamennyi
hartyaképzd torzs nagyfokti (86 %-0s) hasonléosdgot mutatott a S. cerevisiae tipustorzzsel,
egymassal pedig 100 %-ban megegyezd mintdzatot adtak, valamennyi RAPD primer esetében.

Utébbi eredmény a hartyaképzé torzsek izogénikus voltara utal.

Fernandez-Espinar ¢és mtsi. (2000) sherry flor élesztdket tanulmanyozva kimutattak az rDNS ITS1
»flor mintdzatot” mutaté ¢élesztOket lehessen hartyaképzd ¢Elesztoknek tekinteni. A tokaji
szamorodnibol izolalt hartyaképzd éleszték rDNS-ét RFLP és heteroduplex analizissel vizsgalva
megallapitottam, hogy a Tokaj régiobol szarmazo izolatumok jelentds része polimorf ITS1 régioval
rendelkezik. Ezen torzsek genomja két eltérd tipustt rDNS-t hordoz: 24 bp-os delécidt tartalmazo,
valamint a delécidt nem tartalmazd ITS1 régiot. A harom vizsgalt kiilfoldi flor ¢leszté (B1, B3 és
BS) is tartalmazza a deléciot. A Bl spanyol sherry torzs polimorf rDNS-sel rendelkezik, a B8-as
kaliforniai torzs szintén, azonban ebben az esetben a kiilonb6z6 tipusi rDNS-ek eltérd ardnyban
fordulnak eld. Egyediil a B3 moldaviai hartyaképz6 torzs mutatta a Fernandez-Espinar €s mtsi.
(2000) altal leirt flor mintdzatot. Hairom szamorodni hartyaképzo torzs (B4, BS és a B22) azonban
nem tartalmazza a 24 bp-os delécidt, ami arra utal, hogy a hartyaképzok fejlédése tobb vonalon
tortént, ezért régionként eltérhet a genomjuk.

rDNS nem szegregalddott, tehat az eltérd6 rDNS szekvencidk minden XlII-es kromoszoman
kombinacioban fordulnak eld. A polimorf ITS1 régid megjelenése, valamint a delécio ,,hianya”
egyes torzsekben a genom ujrarendezddésére vagy kiillonbozd torzsek hibridizacidjara utal,

amelynek soran azonban a hartyaképzodéshez sziikséges gének/allélok megmaradtak.
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6.3. Hartyaképzo élesztogombak sejtfalszerkezetének jellemzése

A hartyaképzé torzsek sejtfalfehérjéinek mintdzatdit a jol jellemzett SEY6210 labortorzs
fehérjemintazataval Osszehasonlitva egyediil a Ccw7p/Pir2p/Hspl50p méretében taldltam
kiilonbséget, amely fehérje a Pir-fehérjék csaladhoz tartozik, és a sejtfal lugos kezelésével vonhato
ki. Molekularis analizissel kimutattam, hogy a méretbeli kiilonbség a HSP150 gén repetitiv
szekvencia egységet tartalmaz. Habar még nincs tisztdzva, hogy van-e kapcsolat ezen Pir-fehérje
delécioja ¢€s a sejtfelszini tulajdonsagok, valamint a hartyaképzés kozott, mindenesetre figyelemre
méltd, hogy a hartyaképzOk HSPI150 génje ugyanazt a szekvencia modosulast hordozza. Ez a
megfigyelés fOleg annak tekintetében meglepd, hogy a hartyaképzd izolatumok kiilonbozd
orszagokbdl szarmaznak (Magyarorszag, Spanyolorszadg, Moldavia, USA). Réadasul a hartyaképzo
boré¢lesztokkel ellentétben a nem hartyaképzd borélesztok HSPI50 génje nagyfokti méret
polimorfizmust mutat. Szamos borélesztd heterozigdta a HSPI150 génre, feltehetdleg az egyes
kromoszoémak kiilonb6z6 hosszasagu allélokat hordoznak, amely allélok minden esetben
hosszabbak a hartyaképzd ¢€lesztégombakban talalhato HSP150 allélndl. Ezen eredmények
alatdmasztjak a HSP150 gén alkalmazhatdsagat borélesztd torzsek tipizalasara (Marinangeli et al.,

2004b).

A TDO04 diploid heterozigota hartyaképzé torzs analizise kimutatta, hogy a hosszabbik HSP150 allél
duplikécioval jott 1étre, feltehetdleg a replikdcio sordn fellépd szalcstiszas sordn. Szamos sejtfelszini
fehérje tartalmaz ismétlodd szakaszokat (Verstrepen et al., 2005), amelyek szdma torzsenként
eltérhet az ismétlddo szakaszok gyakori rekombinaciojanak kdszonhetéen. Ez a variabilitas szerepet
jatszhat egyes sejtfelszini tulajdonsagok, mint pl. a hidrofobicitas, flokkulacidé vagy patogenités
megvaltozasaban (Klis et al., 2006). Ennek ellenére a Pir2p feltételezhetden nem jarul hozza
kozvetleniil a sejtfelszin hidrofob jellegének kialakitdsdhoz, ugyanis a nem hartyaképz6 PM 322 és
a 34/1.03 torzs felszine hidrofil tulajdonsagi annak ellenére, hogy a hartyaképzd borélesztokkel

megegyez0 szekvencia modosulast tartalmazza.

Alexandre ¢és mtsi. (2000) a francia hartyaképzd élesztOk esetében egy 49 kDa nagysagu GPI-
kotddést hidrofob fehérjérdl tudositottak, amely egy masik Pir-fehérje, a Ccw5Sp/Pirdp méretére
hasonlitott. Annak ellenére azonban, hogy munkdm soran én is az 6 altaluk hasznalt modszerrel
dolgoztam, nem tudtam kimutatni a hartyaképzOk glilkkanaz extraktumaban ezt a fehérjét. A

magyarazat lehet egyrészt az, hogy az altalam vizsgalt torzseknél a megfeleld fehérje molekula
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tomege eltért, esetleg kisebb mennyiségben termelddott vagy pedig a fehérje nagyrésze

kivalasztodott a tapkozegbe.

6.4. Az elért kutatasi eredmények gyakorlati vonatkozasai

Korabbi kutatdsi eredmények bizonyitottak, hogy a hartyaképzd élesztégombak fontos szerepet
jatszanak a Tokaji Szamorodni biologiai érlelésében, mivel anyagcseréjiikkel hozzajarulnak ezen
borok elvart érzékszervi tulajdonsagainak kialakulasahoz. Eredményeim szerint a Tokaji
Borvidéken honos hartyaképzd S. cerevisiae élesztégombak azonossaguk mellett jelentds
kiilonbséget is mutatnak a Sherry illetve Sherry-tipusi borok érlelésében részt vevd ’flor’
¢lesztoktol. Ezek koziil kiemelendd, hogy mig a Sherry és Sherry-tipusi borok esetében
hartyaképz6 torzseket kizarolag szaraz borokbol izolaltak, addig a Tokaji Szamorodni készitésekor
hartyaképzés édes borok felszinén is megfigyelhet. Ez a jelenség ellentmond annak az élettani
szabalynak, hogy az erjeszthetd cukrok represszaljak a nem erjeszthetd szénforrasokat (pl. glicerin
¢s etanol), ezért az édes borbdl szarmazo izolatumok tudomanyos szempontbol is tjnak szdmitanak.
Gyakorlati alkalmazéasuk révén (pl. starter tenyészetként) lehetéség nyilna az édes szamorodni
hartya alatti érlelésének iranyitdsara. A hartyaképzd és nem-hartyaképzd borélesztdk azonos
sejthozama arra enged kovetkeztetni, hogy a Tokaji Bordszatokban kiszelektalt hartyaképzo
¢lesztogombak starterkulturaként alkalmazhatok lehetnének a Tokaji Szamorodni irdnyitott
erjesztésében is. Fontos kérdésként meriil fel, hogy a Tokaji Szamorodni spontan erjedése soran
jelen vannak-e hartyaképzd borélesztdk, és képesek-e az erjedés soran domindnsa valni, vagy csak
az erjedés végeén, az alkoholtartalom emelkedésével keriilnek elétérbe. Ezért érdemesnek tartanam a
szamorodni must fOerjedésében részt vevd ¢Eleszték populacid dinamikédjanak részletes
tanulmanyozasat. Tovabbi kutatési feladat lehet annak vizsgalata, hogy a kiilonb6z6 pincészetekbdl
szarmazd hartyaképzd torzsek kompeticioba Iépnek-e eltérd paraméterekkel rendelkezé szamorodni
borokba beoltva és milyen mértékii szelekcio jatszodik le kozottiik, képes-e egy torzs dominanssa
valni. Ezen eredmények alapjan lehetdség lenne eltérd technoldgiai tulajdonsdgokkal biro starter

hartyaképzo torzsek kivalasztasa és célzott alkalmazasa.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

(1) A tokaji szamorodni feliiletén kifejlodott élesztéhartyabdl izolaltam a bioldgiai érlelésben
résztvevO hartyaképzo élesztoket, amelyek vizsgalataim szerint a Saccharomyces cerevisiae faj
flor valtozatahoz tartoznak. Kimutattam, hogy az izolalt hartyaképz6 S. cerevisiae borélesztd
torzsek nagyfoku genom szerkezeti hasonl6sagot mutatnak.

(2) Megvizsgaltam, hogy a Fernandez-Espinar és mtsi. (2000) altal leirt, a sherry flor éleszték
szarmazo hartyaképzd élesztoknél is. Kimutattam, hogy a tokaji borvidékrdl szarmazéd
hartyaképzd élesztdk tobbsége dimorf rDNS-sel rendelkezik ebbdl a szempontbdl, azaz
tartalmazzdk mind a delécids, mind pedig a delécido nélkiili rDNS-t. Haploid meiotikus
szegregansok segitségével megallapitottam, hogy a dimorfizmus mindkét homolog
kromoszomara jellemzo.

(3) Meghataroztam a hartyaképzés szempontjabol optimalis gliikoz és etanol koncentracidkat,
valamint pH értéket. Kimutattam, hogy a tokaji hartyaképzd borélesztok sejtfelszine erdsen
hidroféb, mig a nem hartyaképzok sejtfelszine hidrofil. A hartyaképzd sejtek felszinének
hidrofobicitasdra a szaporoddsi fazis valamennyi szakaszaban kozel azonos volt. A
hidrofdbicitasra egyediil a pH volt jelentds hatadssal, a hidrofobicitas a pH emelésével (pHS5-rdl
pH7-re) jelentésen csokkent. A hidrofob karakter mellett a hartyaképzok sejtfelszine erds
elektron donor tulajdonsaggal rendelkezett. Megvizsgalva a hartyaképzd ¢élesztOk invaziv
novekedését, illetve adhézids képességét megallapitottam, hogy képesek a taptalaj, a miianyag
¢s az lveg feliiletéhez rogziilni, ami hidrofob kdlcsonhatasok jelenlétének, valamint a FLOI1
gén tul-expressziojanak tulajdonithato.

(4) Osszehasonlitottam a laboratériumi és a hartyaképzé S. cerevisiae tdrzsek sejtfal fehérjéit.
Megallapitottam, hogy a hartyaképzd ¢élesztdgombak egyediil a Pir2 fehérje méretében
kiilonboznek a laboratériumi S. cerevisiae torzstol, amely méretbeli kiilonbséget nem a fehérje
eltérd glikozilaltsaga okozza.

(5) A CCW7/PIR2/HSP150 gén analizisével kimutattam, hogy a hartyaképz6 ¢Elesztégombak
esetében a Pir2 fehérje kisebb mérete a gén kisebb méretére vezethetd vissza, valamint a gén
S. cerevisiae torzshoz képest harom ismétlddd szakasz hianyzik. A PIR2 génre heterozigota
TDO04 hartyaképzo torzs meiotikus szegregansait vizsgalva kimutattam, hogy az eltér6 méreti
allélok szegregalddtak. A gén szekvencia analizise arra utalt, hogy a két eltéré méretti allél a

tandem ismétlddéseket tartalmazo gének replikacioja soran gyakori szalcstszas eredménye.
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8. OSSZEFOGLALAS

A borészati tudomanyos szakirodalomban szdmos tanulméany foglalkozik a spanyol és francia
sherry, valamint sherry-tipusu boroknal a hartya alatti bioldgiai érlelésében részt vevo
Saccharomyces cerevisiae hartyaképzo (,,flor” vagy ,,velum”) térzsek tulajdonsagaival. Vizsgaltak
ezen torzsek kariotipusadt, a mtDNS polimorfizmusat és marker rDNS szekvencia jelenlétét.
Kimutattak a flor ¢éleszt6k hidrofob sejtfelszini jellegét és a rossz spoérazasi képességet.
Technologiai szempontbdl meghataroztak jelentdségiiket a borok Osszetételének és aromajanak
alakulasaban az érlelés sordn. A magyarorszagi tokaji szamorodni érlelése soran kialakuld
¢lesztéhartyaban jelenlévé élesztdgombdkat az utdbbi szempont kivételével azonban eddig még
nem vizsgaltak.

Munkdm soran célul tiztem ki, hogy a tokaji szamorodni fahordos érlelése soran a felszinen
jelenlévo hartyabdl ¢lesztégombakat izolaljak, az izolalt élesztdgombakat azonositsam ¢és
jellemezzem, valamint ezen tulajdonsdgokat Osszehasonlitsam a flor éleszték esetében leirt
jellemzokkel.

Munkém soran 3 kiilfoldi (spanyol, moldav és kaliforniai) sherry élesztd torzset, valamint 23, a
Tokaji Borvidékrdl szarmazo, a szamorodni érlelésében részt vevo hartyaképzo élesztdt vizsgaltam.
Eredményeim szerint valamennyi hartyaképzd élesztdgomba a Saccharomyces cerevisiae fajhoz
tartozik az rDNS-RFLP analizis segitségével végzett molekularis identifikdlas alapjan. A
dimorfikus rDNS-sel rendelkezik. Tartalmazzak mind a S. cerevisiae S288c szekvencia

adatbankban megtalalhaté rDNS-t (http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/seqTools), mind a Fernandez-

Espinar és mtsi. (2000) altal leirt, a sherry flor élesztékre jellemz6 24 bp delécidos rDNS-t. A két
kiilonbozd tipusi rDNS mindkét homoldég kromoszéman kombindcioban fordul eld, mivel a
vizsgalt torzsnél meiozis soran nem szegregalddtak. Emellett a térzsek nagyfokt genomikai
hasonldsdgara utal, hogy RAPD mintazataik 100 %-o0s azonossagot mutatnak.

A szamorodni hartyabdl izolalt S. cerevisiae €lesztd torzsek Osszetétele fizioldgiai szempontbol
nagyfoku hasonlosdgot mutatnak a sherry és sherry-tipusti borok feliiletén talalhato élesztohartya
¢lesztéivel a szachardz, maltoz €s galaktoz fermentacios képesség alapjan. A tokaji izolatumok
mindegyike képes sporazdsra, habar jelentds az aberrans tetrddok aranya, valamint a sporak
életképessége is kicsi (27 %). Altalanossagban elmondhatod, hogy a tokaji torzsek a Saccharomyces
cerevisiae altal termelt K1, K2, K28 ¢és KTA killer toxinra érzéketlenek, amely hozzéjarulhat a
torzseknek az erjedd borban val6 taléléséhez az esetlegesen toxintermeld borélesztd torzsek mellett.

Tovabba elmondhat6, hogy teljes mértékben alkalmazkodtak a szamorodni borban fennélld
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kornyezeti tényezokhoz, képesek akar 18 % etanol tartalom mellett is talélni, azonban ilyen nagy
etanol koncentracidé esetében a hartyaképzés mar elmarad. A borok kis pH értéke idealis a
hartyaképzok szaporodasdhoz, valamint a hdartya kialakitasdhoz. Annak ellenére, hogy az
¢lesztohartya kialakuldsanak egyik feltétele a bor cukortartalmanak alacsony szintre torténd
csokkenése (Cantarelli €s Martini, 1969; limura et al, 1980a), az édes tokaji szamorodni érése soran
is kialakulhat egy vékony hartya a bor felszinén. Eredményeim szerint a szaraz és édes szamorodni
borok feliiletérdl szarmazoé izolatumok szaporodasa és sejthozama nem mutat eltérést a kiilonboz6
gliikoz koncentraciok esetében, azonban a hartyaképzés kezdete az édes borbol szarmazo
izolatumok esetében kissé kitolodik.

A szamorodni hartyaképz6 torzsek sejtfelszine savas pH tartomanyban erdsen hidrofob. Ez a nagy
hidrofobicitasi érték nemcsak a hartyaképzés soran jellemzdé, hanem a szaporodds minden
fazisaban. A sejtek hidrofob tulajdonsaga valoszintlileg els6sorban a sejtfal hidrofob fehérjéinek
tulajdonithatd. A hidrofob jelleg mellett a térzsek elektron donor tulajdonsaggal rendelkeznek. A
torzsek képesek hidroféb kolesonhatasok kialakitdsara, ugyanis képesek nemcsak agar, de
polisztirol és iiveg feliiletéhez is hozzatapadni, invaziv ndvekedést azonban nem mutatnak.
Valoészinii, hogy a hartya kialakuldsaban is nagy szerepet jatszanak a sejtek kozotti hidrofob
kolesonhatéasok.

Kiilonbséget kerestem a S. cerevisiae laboratoriumi torzsek és a hartyaképzd borélesztok sejtfal
fehérjéi kozott. A hartyaképzd élesztégombak kisebb, de azonos méretli Ccw7p/Pir2p/Hspl50p
sejtfal fehérjét tartalmaznak, mint a laboratdoriumi ¢lesztégomba térzsek, ami nem volt
visszavezethetd a fehérje glikozilaltsaganak eltéré szintjére. A Ccw7 fehérje kisebb méretét a
ismétl6dd szakasz hianyzik a S. cerevisiae S288c labortorzshoz képest. A hartyaképzd borélesztok
tobbségében a CCW7 gén mérete azonos, azonban egyes esetekben a tandem ismétlodéseket
tartalmazo génekre jellemzden, rekombinacié kovetkeztében eltéré méretli allélok voltak
kimutathatok. A hartyaképzokkel ellentétben a nem-hartyaképzd borélesztd torzsek CCW7 génje
nagymértékii polimorfizmust mutat, valamint ezen torzsek gyakran heterozigotak erre a génre
nézve. A borélesztok szdmos stressztényezonek vannak kitéve, amelynek soran tobbek kozott
szamos HSP (hosokk fehérje) gén, mint pl. a HSP150 (CCW7) indukélodik. A Ccw7 fehérje
ismétl6dé aminosav szekvencidjanak szerepe van a sejtfal tomottségének kialakitdsaban azaltal,
hogy a B1,3-gliikdnhoz vald kapcsolédasukkal ezeket a molekuldkat egymashoz kozeliteni vagy
tavolitani képesek. Ezenfeliil kimutattak, hogy kis pH értékek estében a sejtfalban jelenlévé Ccw?
fehérje mennyisége megnd. Tovabbi kutatas targyat képezheti, hogy a CCW7 gén ismétlodo
szekvenciainak szama hatdssal van-e a sejtfal szerkezetére illetve erdsségére hiperozmotikus, etanol

vagy pH stressz esetében.
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9. SUMMARY

Several research studies have been performed with the characterisation of the buoyant biofilm (so
called “flor” or “velum”) forming Saccharomyces cerevisiae wine yeast strains, which play an
important role in the biological aging of Spanish and French sherry and sherry-type wines,
respectively. Molecular characteristics like the karyotype analysis, polymorphism of mtDNA and
the presence of a marker rDNA sequence of the flor strains have been widely studied. The strong
cell surface hydrophobicity and the low spore forming ability of these yeast strains have been
already determined. Technological significance of aging in the chemical composition and formation
of aromatic compounds of sherry and sherry-type wines has been proved by several research
groups. Except the last mentioned aspect, however, the film-forming yeasts involved in the
biological aging of the Hungarian Tokaji Szamorodni wine have not been studied at all.

Main objectives of my research work were the isolation of yeasts from the velum of Tokaji
Szamorodni, which is developing during aging of wine in oak barrels as well as the identification
and characterization of the film-forming strains and comparison of the results obtained with the
properties of foreign flor yeasts.

In my study three sherry flor yeasts (originated from Spain, Moldavia and California) and 23
‘Szamorodni’ film-forming yeast strains (originated form Tokaj Wine District) were involved.

All of the investigated film-forming strains belonged to Saccharomyces cerevisiae according to the
results obtained by molecular identification based on the rDNA-RFLP analysis. Most of the strains
(87 %) possessed dimorphic rDNA as it has been proved by heteroduplex analysis of the rDNA-
ITS1 region. The genomes of these strains contained two different alleles of rDNA. The DNA
sequence of the first type of alleles was identical with that of deposited in the S. cerevisiae sequence

databank (http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/seqTools) and the other type was identical with the

sequence described by Fernandez-Espinar et al. (2000). The last mentioned sequence contains a 24
bp deletion. These two types of rDNA alleles were present in combination on each chromosome XII
of the diploid cells, since the two types of rDNA alleles did not segregate during meiosis.
Furthermore the high degree of genomic similarity of film-forming strains is represented by the 100
% 1dentity of their RAPD patterns.

Physiological characteristics of S. cerevisiae yeasts originated from ‘Szamorodni’ film were highly
similar to that found in the velum of sherry and sherry-type wines based on the sugar fermentation
profiles. All the ‘Szamorodni’ isolates were able to sporulate, although the ratio of aberrant tetrads
was high and the viability of the spores was very low (c.a. 27 %). The ‘Szamorodni’ strains were in

general resistant to the K1, K2, K28 and KTA killer toxins of S. cerevisiae killer strains, which
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could play an important role in surviving the presence of killer toxin producing yeasts during wine
fermentation. The yeast strains highly adapted to the environmental conditions of Szamorodni
wines, they were able to survive at 18 % ethanol content, but at this ethanol concentration the film
formation failed. Despite the fact, that the depletion of sugar is a prerequisite of film-formation
(Cantarelli and Martini, 1969; Iimura et al, 1980a), some of the ‘Szamorodni’ film strains are able
to form a thin film on the surface of sweet Szamorodni wines. No differences were found in the
growth and biomass yield of dry and sweet wine isolates at different glucose concentrations, but the
beginning of film formation was a little bit delayed in the case of sweet wine isolates.

‘Szamorodni’ film-forming yeasts displayed high degree of cell surface hydrophobicity at acidic pH
values. This high degree of hydrophobicity has been observed not only during film formation, but
also in all growth phases. The strong hydrophobic property of the cells could be explained with the
presence of hydrophobic cell wall proteins. In addition to the hydrophobic nature, the strains were
characterized as having electron donor cell surface. The film-forming cells are able to get into
hydrophobic interactions, as they showed adhesive growth on agar, polystyrene and glass surfaces,
but they did not possess invasive growth property. It is highly probable that hydrophobic interaction
between the attaching cells has a crucial role in the formation of a firm buoyant biofilm.

Comparing the cell wall proteins of laboratory and film-forming S. cerevisiae wine strains only one
difference has been determined. The film-forming strains contained smaller but uniform
Ccw7/Pir2/Hsp150 proteins, than the laboratory strains. This difference, however, was not the
consequence of the decreased glycosylation level of the proteins. The reason of the smaller size of
the Ccw7 protein was the presence of shorter coding gene. The repetitive region of the CCW7 gene
of the film-forming yeasts contained a deletion in comparison with the S288c S. cerevisiae
laboratory strain. Majority of film-forming strains contained CCW?7 alleles of identical size, but in
some cases different alleles could be detected, which were the consequences of high recombination
frequency characteristic to the genes containing tandem repeats. In contrast to the film-forming
strains the CCW7 gene of the non film-forming wine yeast strains showed extended length
polymorphism, moreover these last mentioned strains are often heterozygotic for this gene. The
‘Szamorodni’ wine yeasts are exposed to several stress factors, which induce many HSP (heat
shock protein) genes, like the HSP150 (CCW?7) gene. The repetitive sequences found in the Ccw?7
protein play an important role in the tightness of the cell wall by interconnecting the B1,3-glucane
molecules. Furthermore it has been proved that low pH values increase the amount of Ccw7 protein
in the cell wall. It needs further investigation to clarify whether the number of the repetitive regions
of the CCW7 has any impact on the structure and strength of the cell wall under hyperosmotic,

ethanol or pH stress conditions.
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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE

ALD: Alcohol dehydrogenase (alkohol dehidrogenáz)


ASL: Alkali-Sensitive Linkage (lúg-érzékeny kötés)

Ccw: Covalently bound cell wall protein (kovalensen kötődő sejtfal fehérje)

CSH: Cell Surface Hydrophobicity (sejtfelszíni hidrofóbicitás [SFH])


CLP: Chromosome Length Polymorphism (kromoszóma hossz polimorfizmus)

GPI: Glycosylphosphatidylinositol

HA: Heteroduplex Analysis (heteroduplex analízis)


HSP: Heat Shock Protein (hősokk fehérje)


IGS: Intergenic Spacer (gének közötti elválasztó régió)

ITS: Internal Transcribed Spacer (köztes átíródó régió)


MATH: Microbial Adhesion To Hydrocarbons (Mikrobák szénhidrogénekhez való adhéziója)


MATS: Microbial Adhesion To Solvents (Mikrobák oldószerekhez való adhéziója)


mtDNS: mitokondriális DNS


OD: Optical Density (optikai denzitás)


ORF: Open Reading Frame (nyitott leolvasási keret)


PCR: Polymerase Chain Reaction (polimeráz láncreakció)


Pir: Protein with Internal Repeat (belső ismétlődéseket tartalmazó fehérje)


RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA (véletlenszerűen felszaporított polimorf DNS)


rDNS: riboszómális DNS


RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism (restrikciós töredékhossz polimorfizmus)

Scw: Soluble cell wall protein (oldható sejtfal fehérje)

SDS: Sodium Dodecyl Sulphate (nátrium dodecil szulfát)


SGD: Saccharomyces Genome Database

SSR: Simple Sequence Repeats (egyszerű szekvencia ismétlődések)


1. BEVEZETÉS

A hagyományos borkészítési technológia még napjainkban is a spontán erjedést részesíti előnyben, bár már évtizedekkel ezelőtt megkezdődött a starter kultúrák alkalmazása, valamint további, technológiai szempontból sajátos tulajdonságokkal és hatással rendelkező törzsek szelektálása is. Egyik ilyen speciális élesztőgomba csoportot a hártyaképző vagy filmképző élesztőként ismert borélesztők képviselik.


A hártyaképző borélesztő törzsek sejtjei a mustok alkoholos erjedése után a nagy etanol tartalmú száraz fehérborok felszínén összekapcsolódva úszó biofilmet, úgynevezett „flor”-t (hártyát) alakítanak ki, amely a borok biológiai éréséért felelős (Freiberg és Cruess, 1955). A hártyában lévő sejtek a borban található etanolt, glicerint és szerves savakat oxidatív metabolizmus (aerob légzés) révén hasznosítják. Anyagcseréjük során jellegzetes aromakomponensek termelődnek (Pham et al., 1996), amelyek nagymértékben meghatározzák a borok karakterisztikus érzékszervi tulajdonságait. Ilyen élesztőhártya alatt érlelődik például a spanyol Sherry, vagy a francia Vin Jaune, de hasonló hártya fejlődik a bor felszínén a magyarországi Tokaji Szamorodni évek alatt történő érlelése során is.

A flor élesztők sejtjei a hártya kialakulása és fejlődése során különböző átalakulások mennek keresztül, így a sejt metabolizmusában is, amely változást okoz a sejtek zsírsav összetételében (Valero et al., 2002). A hártyaképzést számos környezeti tényező is befolyásolja, azonban ezek pontos azonosítása még hiányzik. Egyik ilyen fontos tényező a sejtfelszín hidrofób jellege (Iimura et al., 1980a), amely a hártyaképzés során növekszik. A hidrofób felszín segítségével összekapcsolódott sejtaggregátumok képesek visszatartani az erjedés során képződött CO2-ot, amely elősegíti a sejtek felszínre való felemelkedését (Martinez et al., 1997b; Zara et al., 2005). Alexandre és mtsi. (1998) a hártyává összeállt sejtek alakjának és méretének változásról számoltak be.


Az élesztősejtek felszínre történő felemelkedésének pontos mechanizmusa, valamint a sejtek egymáshoz kapcsolódásának módja még nem teljesen ismert, főleg a molekuláris szintű jellemzés hiányzik. A Saccharomyces cerevisiae sejtfalfehérjéi feltehetőleg fontos szerepet töltenek be a sejtek összekapcsolódásában, a flokkulációhoz hasonlóan, amelynél kimutatták, hogy a sejtfal Flo11 fehérje komponense vesz részt a sejtek aggregálódásában (Bayly et al., 2005). Több kutató kimutatta a borélesztők, köztük a hártyaképzők kromoszóma hosszméretének és a mitokondriális DNS szekvenciájának polimorf jellegét (Vezinhet et al., 1990; Ibeas és Jimenez, 1997c). Fernandez-Espinar és mtsi. (2000) a flor élesztők riboszómális DNS-ének nem-kódoló régiójában egy 24 bp-os deléciót mutattak ki, Marinangeli és mtsi. (2004b) pedig egy sejtfalfehérjét kódoló gén, a SED1 gén nagymértékű polimorfizmusát írták le borélesztők esetén.

A sherry és sherry-típusú borok flor élesztőit különösen a spanyol élesztőkutatók sokoldalúan tanulmányozták és számos nemzetközi publikációban mutatták be eredményeiket. A teljesség igénye nélkül néhány ilyen publikáció: Budroni et al. 2000; Budroni et al., 2005; Espinazo-Romeu et al, 2008; Esteve-Zarzoso et al., 2001; Esteve-Zarzoso et al., 2004; Ibeas et al., 1997a; Martinez et al., 1997a; Martinez et al., 1997b; Mesa et al., 2000. A hazai Tokaji Borvidéken részletesen tanulmányozott Tokaji Aszú mellett a Tokaji Szamorodni érlelésében részt vevő hártyaképző élesztők tulajdonságainak kevesebb figyelmet szenteltek. A tokaji borkülönlegességek mikrobiológiai érlelésével az 1950-es években kezdtek foglalkozni, amely során fajélesztővel próbálták az érési időt rövidíteni, illetve a borok minőségét javítani. A Kertészeti Egyetem Borászati Tanszékén az 1970es években indult meg a hártya alatti borérlelés tanulmányozása Kádár Gyula vezetésével (Kádár et al., 1975), amelynek eredményeként 1975-ben a Gyöngyös-Domoszlói Állami Gazdaság HELIOS néven megkezdte egy sherry-jellegű borkülönlegesség gyártását és forgalmazását. A későbbiekben kísérletek folytak új borkülönlegességek készítésére a borok alkoholtartalmának növelésével, illetve emelt hőmérsékleten történő rövid előérlelés alkalmazásával (Magyar et al., 1983). A biológiai borérlelés kémiai folyamataival és szabályozási lehetőségeivel Panyik és mtsi. (1987) foglalkoztak.

Munkám során célul tűztem ki, hogy az érlelés során jelenlévő élesztőket mélyrehatóbban jellemezzem, és ezáltal hozzájáruljak a biológiai érlelés mechanizmusának jobb megértéséhez.

2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS


2.1. Hártyaképző élesztők segítségével készített borok


A spanyol sherry és a francia Vin Jaune híres borkülönlegességek. Jellegzetességüket a kezdeti alkoholos fermentáció utáni, évekig tartó érlelésnek köszönhetik. A hordókban való érlelés alatt az úgynevezett „flor” élesztők fokozatosan kialakítanak egy erős, néha ráncos, viaszszerű hártyát a bor felszínén. Az ebben végbemenő másodlagos anyagcserefolyamat, amely az első főerjedéstől eltérően oxidatív légzés, határozza meg a tipikus flor karaktert. A jó minőségű flor sherry-k esetében az érlelés minimum 4-6 évig tart (Lüthi et al., 1965). A hagyományos spanyol sherry borokon kívül számos más, hasonló klímájú országban [pl. Kalifornia (USA), Szardínia, Dél-Afrika, Ausztrália] is készítenek sherry típusú borokat. A magyar Tokaji Szamorodni is olyan szempontból hasonló ezekhez a borkülönlegességekhez, hogy az alkoholos fermentációt követő hosszú érleléssel készül, melynek során a bor felszínén élesztőhártya alakulhat ki (Magyar, 1998). Azonban míg a Sherry és a Sherry jellegű borok likőrborok, azaz alkoholtartalmukat mesterségesen megnövelik, addig a szamorodni esetében alkohol hozzáadása tilos.

A dél-spanyolországi Montilla-Moriles és Jerez régiókban a fino és az amontillado fehérborok hártya alatti hosszú, 5-12 éves tölgyfahordós érleléssel készülnek. Mindkét bor egyetlen egy szőlőfajta, a Pedro Ximenez mustjából azonos körülmények között végzett fermentációval készül, azonban az alkoholos erjedés után eltérő típusú érlelésen mennek keresztül. Ennek eredményeképpen a borok eltérő aromakomponenseket tartalmaznak, amelyek sajátos érzékszervi tulajdonságokkal ruházzák fel a bort.


A fino sherry borok többlépcsős, úgynevezett „solera” rendszerben kivitelezett biológiai érlelésen esnek át, amelyet a hártyaképző Saccharomyces cerevisiae élesztőtörzsek folytatnak le, miután a bor etanol tartalmát nagy (max. 15,5 %) értékre beállították (Cortes et al., 1998; Martinez et al., 1997a). Az élesztőhártya megvédi a bort a barnulástól, így az az érlelés évei alatt megtartja a fino borokra jellemző halványsárga színt (Baron et al., 1997).


Az amontillado sherry borok kétfázisos érleléssel készülnek, amely során először a fino borokhoz hasonló biológiai érlelésen esnek keresztül, majd az etanoltartalom jelentős megnövelése 
(18 %), ezáltal a hártyaképzők gátlása után (Botella et al., 1990) egy oxidatív érlelés következik. Ennek során a fenolos komponensek oxidációjának következtében a bor sötét színt kap (Fabios et al., 2000). A kétfázisos érlelés révén az amontillado borok aromája sokkal összetettebb, mint a fino boroké (Zea et al., 2001).

A francia Vin Jaune sherry-típusú borok a Jura régióban készülnek a Savagnin szőlőből. A mustot hagyományos borkészítési technikával száraz fehérborrá alakítják, majd a malolaktikus fermentáció után a borok felszínén flor élesztőhártya alakul ki, hasonlóan a fino sherry-hez, azonban az alkoholtartalmat az érlelés előtt mesterségesen nem módosítják. A bor összesen 6 évet és 3 hónapot tölt ugyanabban a tölgyfahordóban a hártya alatt lefejtés nélkül (Charpentier et al., 2004).
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A magyarországi Tokaji Szamorodnit a furmint ill. hárslevelű szőlőfajták Botrytis cinerea penészgomba hatására aszúsodott bogyókat tartalmazó fürtjeiből készítik (1. ábra). Az aszúsodott szőlőből készült must erjedése során a fermentáció elején a nem-Saccharomyces fajok (Debaryomyces, Hanseniaspora, Rhodotorula) dominálnak, azonban az erjedés előrehaladtával a Saccharomyces sensu stricto csoportba tartozó törzsek kerülnek előtérbe (Donèche, 1994). A kezdeti Saccharomyces populáció nem homogén, de ez erjedés végére a S. bayanus válik dominánsá (Sipiczki et al., 2001). 


1. ábra: A tokaji szamorodni készítésének sematikus ábrája.


(http://www.magyarborokhaza.hu/tokaj.php)

Az aszúsodásnak köszönhetően a bor jellegzetes illattal és zamattal rendelkezik, valamint az alkoholtartalma viszonylag magas, ha szárazra kierjesztik. A borok érlelését a borok darabban tartásával, fahordókban, legalább 2 évig végzik (Eperjesi, 1998). Az érlelés során a borok felszínén vékony élesztőhártya alakulhat ki. A hártyában a Saccharomyces cerevisiae különböző fiziológiai változatai vannak jelen, ezáltal a Tokaji Szamorodni felszínén hártyát kialakító élesztők fiziológiai szempontból nagyfokú hasonlóságot mutatnak a jerezi és a jurai borok hártyaképző élesztőivel (Magyar, 1998). Azonban míg a külföldi flor törzsek nagy mennyiségű sejttömeget termelnek, ezáltal vastag, erősen rácos és stabil hártyát képeznek, addig a hazai hártyaképző törzsek vékony, sima felületű, áttetsző, instabil filmet hoznak létre a bor felszínén (Magyar, 1984).

2.2. A Saccharomyces nemzetség


A Saccharomyces nemzetséghez tartozó élesztők faji besorolása mindig problematikus volt és a nemzetségeket az elmúlt évtizedek alatt folyamatosan átrendezték – fajokat vontak össze vagy új fajokat hoztak létre (Rainieri et al., 2003). Ennek következtében az egyes törzsek és fajok neve számos változáson ment keresztül, ami zavart okozott, mind a kutatók, mind a fermentációs iparban dolgozók számára.


A jelenleg elfogadott rendszer szerint (Vaughan-Martini és Martini, 1998; Naumov et al., 2000; Kurtzman, 2003) a Saccharomyces nemzettséghez tartozó fajokat három csoportba sorolják:



Saccharomyces sensu stricto (S. cerevisiae, S. bayanus, S. paradoxus, S. cariocanus, 
S. kudriavzevii, S. mikatae, S. pastorianus),



Saccharomyces sensu lato (S. dairensis, S. castellii, S. exiguus, S. servazzii, S. unisporus, 
S. barnetti, S. spencerorum) és



Saccharomyces kluyveri.


A Saccharomyces sensu stricto csoport fajai, főleg a Saccharomyces cerevisiae, számos hagyományos ipari folyamatban vesznek részt, és starterként alkalmazzák őket.


A Saccharomyces sensu stricto első hat „testvér” fajának megegyező mating-típus rendszere van, ami lehetővé teszi a fajok közötti keresztezést. A keletkező hibridek azonban sterilek, így a képződő spórák nem életképesek. Az intraspecifikus hibridek azonban termékenyek és a kontroll markerek szabályos szegregációját adják (Naumova et al., 2003a). A hetedik sensu stricto faj, a 
S. pastorianus pedig a S. cerevisiae és a S. bayanus hibridje (Naumov, 1996; Vaughan-Martini és Martini, 1998; Naumov et al., 2000). Újabb molekuláris vizsgálati eredmények alapján a Saccharomyces bayanus a S. uvarum és a S. cerevisiae hibridje (de Barros et al., 2002; Nguyen és Gaillardin, 2005), azonban a S. bayanus korábban megállapított fiziológiai jellemzői is a hibrid természetre engednek következtetni (Rainieri et al., 1999). A nukleáris és mitokondriális gének kombinált elemzése különösen hatékony a dupla és tripla hibridek jellemzése során (Masneuf et al., 1998), ezért ezek segítségével González és mtsi. (2006) S. cerevisiae x S. kudriavzevii és 
S. cerevisiae x S. bayanus kettős hibrideket, valamint S. bayanus x S. cerevisiae x S. kudriavzevii hármas hibrideket azonosítottak borélesztők esetében. A hibridek jelentőségét növeli, hogy mindkét szülőtől kaphatnak eltérő fiziológiai tulajdonságokat, mint például a S. cerevisiae-től az alkohol toleranciát és a S. kudriavzevii-től az alacsony hőmérséklet toleranciát, amelyek hozzájárulhatnak a szelektív előnyökhöz. A hibridek jelenlétét számos borvidéken kimutatták, Jeune és mtsi. (2007) 
S. cerevisiae/S. bayanus var. uvarum hibrideket izoláltak francia borvidékről, míg Sipiczki (2002) a Tokaji borvidéken azonosított hibrid borélesztőket.

A Saccharomyces sensu stricto élesztők általában diploidok, és jó tápanyag-ellátottság mellett sarjadzással szaporodnak. A diploid sejtek meiozison is átmehetnek (2. ábra), amelynek eredményeként 1-4 aszkospóra képződik az aszkusszá átalakult anyasejtben. A meiozis az eukarióta sejtekre jellemző hagyományos sémát követi. A S. cerevisiae esetében a nitrogénszegény tápközegen való éhezés és a fermentálható szénforrások hiánya elősegíti a meiozist és a spórázást, habár egyes Saccharomyces sensu stricto törzsek képesek jó tápanyag-ellátottság mellett is a spóraképzésre (Rainieri et al., 2003). 
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2. ábra: A Saccharomyces cerevisiae életciklusa


(http://commons.wikipedia.org/wiki/Image:Budding_yeast_Lifecycle.png)

Különböző tanulmányok kimutatták, hogy a sensu stricto fajok filogenetikailag közel állnak egymáshoz. Az elektroforetikus kariotipizálás (Naumov et al., 1992), a mtDNS restrikciós analízise (Guillamón et al., 1994), a riboszómális DNS szekvencia analízise (Kurtzman és Robnett, 1991) és a riboszómális DNS ITS és IGS régióinak RFLP analízise (Montrocher et al., 1998) kimutatta, hogy a S. cerevisiae és a S. paradoxus nagyon közel álló fajok. A RAPD-PCR analízis megerősítette egyrészt a S. cerevisiae és a S. paradoxus, másrészt a S. bayanus és a S. pastorianus közötti közeli kapcsolatot (Fernandez-Espinar et al., 2003). Naumov és mtsi. (2000), valamint Naumova és mtsi. (2003b) tanulmányai alapján a S. cariocanus a S. cerevisiae és a S. paradoxus fajokhoz áll közel, míg a S. kudriavzevii és a S. mikatae elkülönülő klasztert alkotnak. A sensu stricto komplexen belül legjobban a S. bayanus faj különül el (Naumov et al., 2000; Montrocher et al., 1998), a legheterogénebb faj pedig a S. cerevisiae (Naumova et al., 2003b).


2.3. Hártyaképző borélesztők fiziológiai változatai és faji diverzitása


A hagyományos taxonómia az élesztők faj szintű elkülönítésére morfológiai és fiziológiai teszteket alkalmaz. Annak ellenére, hogy e hagyományos módszereket még most is elterjedten alkalmazzák az élesztők azonosítására és rendszerezésére, ez nem ad lehetőséget a Saccharomyces fajok egyértelmű elkülönítésre. Ennek az a magyarázata, hogy az élesztők morfológiai és fiziológiai tulajdonságai nem stabilak és gyakran változnak nemcsak fajok között, de a fajon belül is (Rainieri et al., 2003).


A sherry típusú borok készítésekor, a bor felszínén kialakult hártyából izolált törzseket Sancho és mtsi. (1986) öt fajba különítették el, amelyeket az akkor érvényes taxonómia alapján (Lodder, 1970) a S. cerevisiae, S. chevalieri, S. capensis, S. aceti és S. bayanus fajokhoz sorolták. Ezek a hártyaképző fajok ma már valamennyien a S. cerevisiae fajhoz tartoznak (Barnett et al., 2000). Sancho és mtsi. (1986) az öt faj közül az anaerob fermentáció alatt a S. cerevisiae-t találták a dominánsnak. A fermentáció befejeződésével csak azok a törzsek képesek tovább szaporodni, amelyek felemelkednek a folyadék felszínére. Ezen törzsek valószínűleg az évszázados szelekció eredményei, amelyek jobban adaptálódtak a bor felszínén való növekedéshez. A fermentációs tartályokban kialakuló hártyában a S. cerevisiae és a S. chevalieri fordult elő legnagyobb hányadban, míg a hordókban képződött hártyában a S. capensis.


A jelenleg érvényes besorolás alapján a sherry borok érlelésében részt vevő hártyaképző élesztők a Saccharomyces cerevisiae fajhoz, annak négy különböző fiziológiai változatához tartoznak (beticus [korábbi capensis]; cheresiensis [korábbi bayanus]; montuliensis [korábbi aceti] és rouxii) (Esteve-Zarzoso et al., 2004). Korábban csak az első három változatot tekintették a Saccharomyces cerevisiae szinonimáinak, míg a rouxii változatot a Zygosaccharomyces rouxii fajhoz sorolták, azonban később molekulárisan módszerek segítségével kimutatták, hogy ez a változat is a Saccharomyces cerevisiae-hez tartozik (Esteve-Zarzoso et al., 2004). Annak ellenére, hogy a flor élesztőket a Saccharomyces cerevisiae fajhoz sorolják, a sherry borok biológiai érlelésével foglalkozó tanulmányok megtartják a flor élesztők fiziológiai tulajdonságokon alapuló négy változatának elkülönítését, ugyanis a különböző változatok előfordulásának aránya fontos tényező a sherry borok végső jellegének kialakításában. Martinez és mtsi. (1995) például az egyes 
S. cerevisiae változatok és a jelentős acetaldehid termelés közötti összefüggésre mutattak rá, továbbá kapcsolatot találtak a hártyaképzéshez szükséges idő és a domináns flor élesztő változatok között is (Martinez et al., 1997a).


A flor élesztők S. cerevisiae különböző változataihoz való besorolását az eltérő szénhidrát fermentációs képesség alapján lehet elvégezni. Budroni és mtsi. (2005) vizsgálatai alapján a flor élesztők 73 %-a nem fermentálja és asszimilálja a galaktózt, ez az arány a maltózt esetében 69 %. Johnston és mtsi. (2000) tanulmánya alapján a GALo fenotípus a GAL7-es vagy a GAL10-es génben bekövetkezett mutáció következménye. A gének a II. kromoszómán helyezkednek el és közel vannak legalább öt olyan ORF-hez, amelyek hajlamosak a meiozis indukálta kétszálú törésre. A GALo fenotípus kb. 75 %-ban jellemző a flor élesztőkre, míg a nem flor élesztőkre csak 39 %-ban.


Naumov és mtsi. (1994) kimutatták, hogy a borélesztőkben csak két MAL lokusz van (MAL2 és MAL3), amelyek a VII-es és a II-es kromoszómán helyezkednek el. A flor élesztők 73 %-a nem képes hasznosítani a maltózt (MALo fenotípus), míg a nem-flor élesztőknél ez az arány csak 9 %.


Ha figyelembe veszzük, hogy a flor élesztők nagy mennyiségű acetaldehidet termelnek a bor érése során, ami az egyik fő oka a duplaszálú törésnek és egyéb kromoszóma átrendeződésnek (Ristow et al., 1995), feltehető, hogy a GALo és a MALo fenotípusok a nagy acetaldehid koncentráció kiváltotta DNS károsodás következményei (Budroni et al., 2005).


2.4. Az élesztőgombák killer rendszere


Számos élesztő képes antimikrobás aktivitással rendelkező exotoxinok termelésére. Azokat az exotoxinokat (általában fehérjék vagy glikoproteinek), amelyek képesek az azonos vagy közeli rokon fajokat elölni, killer toxinoknak hívják. A killer élesztők a saját killer toxinjukra immunisak. A killer tulajdonságot számos élesztő nemzetség és faj esetében kimutatták. A Saccharomyces cerevisiae killer törzseit a kiválasztott toxin molekuláris tulajdonságai, a toxin hatásmechanizmusa és a kereszt-érzékenység alapján három csoportba lehet sorolni (K1, K2 és K28). A killer toxinokat az élesztősejtek az exponenciális fázisban termelik és főleg az azonos fázisban lévő érzékeny sejtekre vannak hatással megfelelő tápanyag-ellátottság és kis pH értékek esetében (Magliani et al., 1997). A borok spontán fermentációjában részt vevő élesztők jelentős része rendelkezik killer tulajdonsággal (Shimizu, 1993). A killer borélesztő S. cerevisiae törzsek többsége a K2-es killertoxin termelő csoporthoz tartozik. Érdekes jelenség, hogy míg a hártyaképző élesztők különböző fiziológiai változatai közül a S. cerevisiae var. montuliensis és a var. rouxii nem termelnek toxint, és érzékenyek mind a K1, mind a K2 killer toxinra, addig a S. cerevisiae beticus és a cheresiensis változatai annak ellenére, hogy nem-termelők, rezisztensek mindkét toxinra (Martinez et al., 1995).


2.5. A hártyaképző borélesztők spórázási képessége


A fermentáció utáni szelekcióban számos tényező, mint pl. a hártyaképzés képessége fontos szerepet játszik. A szelekcióban a törzsek ivaros izolációja is részt vehet. Nyilvánvaló, hogy eltérő fajok között kialakulhat ivaros izoláció, de ez kialakulhat akkor is, ha az ivaros szaporodás ritka. A S. cerevisiae fajon belüli ivaros izoláció egyik oka lehet a múltban feltételezett sok fajnak (Sancho et al., 1986).


Mortimer és mtsi. (1994) kimutatták, hogy a Saccharomyces cerevisiae borélesztők 69 %-a homotallikus, és javasolták a „genom megújulás” modellt ezekre a törzsekre. A modell szerint a homotallikus jelleg, a spórázással együtt a borélesztők számára olyan szelekciós tényező, amely lehetőséget ad az evolúciónak a kedvező tulajdonságok kiszelektálására. A Saccharomyces cerevisiae heterotallikus borélesztő törzseinek haploid generációi pedig önmagukban nem képesek diploidokat képezni a HO génben bekövetkezett mutáció következtében. Egyes kutatások a flor élesztőknél egy harmadik típusú, úgynevezett szemi-homotallikus életciklust is kimutattak (Budroni et al., 2000), amelyet egy szabálytalan szegregáció jellemez, két párosodásra képes (MATa vagy MATα) és két párosodásra nem képes (homotallikus) szegregánsokat eredményezve.


A borélesztő törzsek spórázó képessége, valamint a spórák életképessége törzsenként nagyon eltérő, 0-98 % között változik (Ristow et al., 1995; Guijo et al., 1997; Querol et al., 2003). A borélesztőkön belül a flor élesztők általában jóval kisebb arányban spóráznak, mint a nem-flor élesztők. Guijo és mtsi. (1997) vizsgálatai szerint a hártyaképző törzsek spórázási képessége 6,2-30,6 %. A spórázás során kialakuló aszkuszokban 1-4 spóra található és a spórák életképessége nagyon kicsi, általában 1 spóra/aszkusz. Santa Maria és Vidal (1973) a diploid hártyaképző törzsek spóráztatása után a haploid spórák esetében a flor képzés Mendeli módon történő szegregálódását figyelték meg, ezt azonban Guijo és mtsi. (1997), valamint Jimenez és Benitez (1987) vizsgálatai nem támasztották alá. Érdekesség, hogy a Martinez és mtsi. (1995) által vizsgált flor élesztők nem voltak képesek spórázni.

Az aszkuszokban a spórák kis életképességét számos tényező okozhatja. A spórák életképessége nem növelhető a tápközeg ozmotikus stabilizálásával, ami arra utal, hogy ez nem a spórafalban fellépő „hibának”, hanem az abnormális kromoszóma állománynak köszönhető (kromoszómavesztés, duplikáció, átrendeződés) (Sancho et al., 1986).

2.6. A környezeti tényezők hatása a hártyaképzésre


A sherry borok érése alatt a bor felszínén kialakuló hártya (flor) a flor élesztők adaptációs mechanizmusa, amely magába foglalja a sejtek méretének, alakjának és hidrofób jellegének változását. A hidrofóbiának köszönhetően a sejtek aggregálódnak, így képesek visszatartani a keletkező gázbuborékokat, aminek következtében az aggregátumok fajsúlya kisebb lesz, mint a boré. Ez azt eredményezi, hogy az aggregátumok képesek a sherry felszínén lebegni és növekedni (Martinez et al., 1997b).


A must alkoholos fermentációja során a sejtek kerekek, kisebb méretűek, mint a hártyában. A hártyában a sejtek mérete növekedik, valamint a sejtek megnyúlnak. A sejtek szerkezetét tanulmányozva csak az erjedő mustból vett sejteknél lehetett megfigyelni, hogy a sejtfal kissé vastagabb. Egyik sejtben sem találhatóak vezikulumok, vagy speciális szerkezetek. A mitokondriumok számát Martinez és mtsi (1997b) mind az erjedés, mind a hártyaképzés során azonosnak találták. Magyar (1984) a hártyában lévő sejtek esetében nagyszámú mitokondrium jelenlétéről tudósított, a főerjedésben résztvevő élesztősejtek mitokondriumait azonban nem vizsgálta. Jelentős mennyiségben talált lipidzárványokat is a sejtekben.


A filmképzés ideje a filmben dominánsan jelenlévő törzsektől függ. A Saccharomyces cerevisiae var. beticus és a var. cheresiensis gyorsabban képez hártyát, mint a Saccharomyces cerevisiae var. montuliensis és a var. rouxii. Az etanoltartalom erősen befolyásolja a szaporodást és a hártyaképződés idejét. Azok a törzsek (beticus és cheresiensis változatok), amelyeknél a fajlagos szaporodási sebesség értéke drasztikusan csökken, azaz érzékenyebbek a nagy etanol koncentrációra, gyorsabban reagálnak az etanol jelenlétére azáltal, hogy gyorsabban felemelkednek a felszínre és hártyát képeznek. Egyik törzs sem képes azonban nagyobb, mint 15 % etanol tartalomnál szaporodni, viszont ha a sejtek túlélik a nagy etanol koncentrációt és megtartják működőképes mitokondriumukat, míg elérik a folyadék felszínt ott képesek hártyát alkotni. Így elmondható, hogy a hártyaképzés a borélesztők alkalmazkodása a nagyobb (15 % feletti) etanol tartalmú borokban való növekedéshez. A borok felszínén való növekedés lehetővé teszi az oxidatív metabolizmust, ezáltal a borokban jelenlévő nem fermentálható szénforrások (etanol, glicerin) hasznosítását (Martinez et al., 1997b).


A sherry-típusú borok nagy etanol koncentrációja közel van a borélesztők felső tolerancia szintjéhez (Jimenez és Benitez, 1987; van Uden, 1985), így azon környezeti tényezők változása, amelyek hatással lehetnek az etanol toleranciára, károsíthatják a hártya alatti érés folyamatát. Laboratóriumi körülmények között kimutatták, hogy a hőmérséklet növelésével csökken az élesztősejtek etanol tűrése (Ibeas et al., 1997a; Jimenez és Benitez, 1988; van Uden, 1985). Az élesztők számára a 16 % feletti etanol tartalom toxikus. A hagyományos sherry készítési technikák során a borok alkoholtartalmát 15 % körülire növelik. Az érlelés hőmérsékletének ingadozása a hártya állapotának romlását, lesüllyedését vonja maga után, ami különösen nyáron jelentkezik veszélyként. A hártya állapotának romlása összefügg a légzésdeficiens (rho-) mutánsok arányának növekedésével. Ezek a mutánsok nem képesek hártyát képezni, ami azt jelzi, hogy az oxidatív metabolizmus nélkülözhetetlen az élesztők számára a flor kialakításához. Azonban ha az élesztőhártya már kialakult, a hártyában lévő sejtek 100 %-ának rho- mutánssá válása nem befolyásolja a hártya stabilitását, tehát a hártya egy hosszúéletű biológiai szerkezet 20 °C-nál kisebb hőmérsékleten. Mivel a sherry borban keletkező rho- sejtek nem okozzák közvetlenül a hártya szétesését, a légzésdeficiens mutánsok megjelenése nem lehet az egyedüli oka a hártya dezorganizációjának (Ibeas et al., 1997b).


Laboratóriumi kísérletekben kimutatták, hogy az etanol a mitokondrium genomra mutagén hatású (Bandas és Zakharov, 1980), amely hatást a nagy hőmérsékleten való inkubálás növeli (van Uden, 1985). Ez a mutagén hatás a légzésdeficiens mutánsok gyakoriságának emelkedésével követhető nyomon. A hő-tolerancia és az etanol-tolerancia genetikailag kódolt tulajdonságok, amelyek törzsfüggők. Ibeas et al. (1997b) kíséretei szerint a kritikus hőmérséklet 22,5 °C 15 %-os etanol tartalom mellett.


Különböző eljárásokat dolgoztak ki a hártya védelmére a nyári periódus alatt. Egyik ilyen lehetőség a környezeti tényezők optimálása a flor élesztők számára, a pincék klimatizálásával, vagy a sherry borok etanol tartalmának csökkentésével. Az etanol tartalom 0,5 %-kal való csökkentésével a hártya minősége javítható a nyár során, azonban ilyen körülmények között szennyező, Dekkera élesztők jelenhetnek meg a flor élesztők mellett, ami a sherry borok biológiai érlelését kockázatossá teszi 15 % alkohol tartalom alatt (Ibeas et al., 1997b). 


Egyes esetekben a hártya kialakulása illetve kifejlődése gátlódik a boron, ami a kedvezőtlen tápanyag ellátottsággal magyarázható (Fornachon, 1953; Crowther és Truscott, 1955).


Fornachon (1953) tudósítása szerint a „flor” élesztők az etanol mellett a borok egyéb szén-forrásait is képesek hasznosítani. Vizsgálata szerint mesterséges táptalajban a glicerin, a tejsav, a glükóz és a fruktóz kielégítő szénforrásnak bizonyult, míg az ecetsav, a borkősav, az almasav és a citromsav kevésbé volt jó tápanyagforrás.


Fiziológiailag a S. cerevisiae sherry borélesztők az aminosavak, nukleotidok és bázisok tekintetében prototrófok, azonban a biotinra auxotrófok, kivéve a rouxii változatot, amely a biotin mellett inozit auxotrófiát is hordoz. A hártyaképzők nitrogén igényéről Freiberg és Cruess (1955) részletes vizsgálatot végeztek. Eredményeik alapján a nitrogén minősége és nem feltétlenül a mennyisége a meghatározó tényező. Az élesztőkivonat nagyon jó nitrogénforrás, de valószínűsíthető, hogy ez a hatás az élesztőkivonatban található egyéb komponenseknek (pl. vitaminoknak is) köszönhető. Az élesztőhártya hozamra gyakorolt kedvező hatása ellenére az élesztőkivonat borászati alkalmazása a hártyaképződés elősegítésére kedvezőtlen tápanyag összetétel esetén sem ajánlatos jellegzetes aromája miatt. Az élesztőkivonat kedvező hatása azonban felveti a járulékos növekedési faktorok kérdését a nitrogénforrás mellett. Egy másik, gyakran alkalmazott nitrogénforrás, a pepton is erősen növeli a hártyaképződést. A pepton jó aminosav és ásványianyag forrás, feltételezhető, hogy ez is hozzájárul a hártya növekedéséhez. Hasonló jó eredményt értek el urea alkalmazásával is, azonban mivel a rákkeltő etilkarbamát prekurzoraként szerepelhet, alkalmazása tiltott. Szervetlen nitrogénforrásként pedig az ammónia (mind foszfát mind szulfátsó formában) bizonyult kedvezőnek a hártyaképződés szempontjából. Az ammónium-szulfát borászati alkalmazása megfelelő lehetne, mivel olcsó, nem befolyásolja a bor aromáját és remek nitrogénforrásnak bizonyult a hártyaképzéshez.


Vizsgálatok kimutatták, hogy szintetikus tápközeg aminosavak és vitaminok nélkül nem alkalmas hártyaképzésre (Castor és Archer, 1957). Az aminosavak hatását vizsgálva megállapították, hogy egyes aminosavak (cisztein, glicin, hisztidin, leucin, lizin, metionin, fenilalanin, tirozin vagy valin) alkalmazása nem elégséges a hártyaképzéshez, hat aminosav (aszparaginsav, glutaminsav, izoleucin, szerin, treonin vagy triptofán) adagolása azonban kismértékben elősegíti a hártyaképzést, míg két aminosav (arginin vagy prolin) esetében elég jó hártyaképződés figyelhető meg. Ezek az eredmények figyelemreméltóak, ugyanis megállapították, hogy a fiatal borokban a legnagyobb mennyiségben az aszparaginsav, a prolin, a szerin és a treonin található meg, amelyek mindegyike alkalmas a hártyaképződés indukálására.


A vitaminok iránti igényt vizsgálva a pantotenát bizonyult egyedül esszenciálisnak, hiánya esetén a hártyaképzés elmaradt. A pantotenát felépítésében részt vevő β-alanin hatását vizsgálva elmondható, hogy a pantotenátot a β-alanin képes pótolni, az α-alanin azonban nem. Ezek az eredmények előtérbe helyezik az ecetsav metabolikus hasznosítását a hártyaképzők által, ugyanis a pantotenát illetve a β-alanin szükségessége azt feltételezi, hogy a mikroba a pantotenátot a KoenzimA szintéziséhez hasznosítja (Castor és Archer, 1957). Freiberg és Cruess (1955) tanulmánya alapján a vitaminok közül az aszkorbinsav (C-vitamin) kimondottan kedvezőtlen hatással van a hártyaképződésre, ugyanis azt teljesen gátolja, feltételezhetően az aszkorbinsav erős redukáló tulajdonsága miatt, ugyanis a hártyaképződés oxidatív folyamat.


2.7. A Botrytis cinerea és anyagcsere termékeinek hatása az aszúsodó szőlőbogyóra, a mustra és a borra


A botritiszes nemesrothadást, azaz aszúsodást a Botrytis cinerea metabolizmusának biokémiai folyamatai, valamint a szőlő tőkén való száradásának, töppedésének egyszerű fizikai változásai együttesen eredményezik.


A nemesrothadás következtében kialakuló stresszhatások befolyásolhatják a Tokaji Szamorodni érlelésében részt vevő hártyaképző élesztők szaporodását, hártyaképzését és anyagcsere-folyamatait, ami jelentős eltérést jelent a sherry és sherry-típusú borok biológiai érleléséhez képest.

A bogyó oldott anyagaiban az aszúsodás következtében nagymértékű bekoncentrálódás történik. A koncentrálódás hatására a szőlő cukortartalma a Botrytis cukorfogyasztása ellenére jelentősen megnő, 350-600 g/l körüli értékeket ér el (Donèche, 1994; Magyar, 1998). A Botrytis metabolizmusának következtében a glükóz/fruktóz arány 1 alá csökken. Ez a csökkenés az erjedés során is folyatódik a fermentációt végző élesztők glükofil anyagcseréjének következtében. A glükóztartalomhoz képest nagyobb fruktóztartalom a borok édességérzetét fokozza. A Botrytis az egyéb hexózok és pentózok mennyiségét is növeli a szőlőbogyó poliszacharidjainak és pektinanyagainak lebontásával (Magyar, 1998).


A Botrytis cukoroxidációjának során jelentős mennyiségű glicerin és glükonsav képződik. Az aszúmustok glicerintartalma általában 10-30 g/l, glükonsavtartalma 1-3 g/l között változik. A glicerintartalom az erjedés során tovább emelkedik, a glükonsavtartalom viszont nem változik (Magyar, 1998). A glükonsav jelenléte számos problémát okoz a borkészítés során, mint pl. a mikrobiológiai stabilitás vagy a nagy SO2 megkötő képesség (Barbe et al., 2002; Peinado et al., 2003a). A glükonsav metabolizmus egyes élesztőkben az aerob anyagcseréhez és glicerin jelenlétéhez kapcsolódik (Peinado et al., 2003b). Ez a két feltétel a sherry típusú borok érlelése során érvényesül (Cortes et al., 1998), ezáltal a glükonsav koncentráció a biológiai érlelés során csökken. A glükonsav mellett a Botrytis kisebb mennyiségben glükuron- és galakturonsavat, valamint galaktársavat is termel (Donèche, 1994; Magyar, 1998).


A Botrytis az aszúsodás során a szőlő savait jelentős mértékben hasznosítja. A borkősav felhasználása elérheti a 70-90 %-ot, míg az almasav mennyiségének csökkenése kisebb mértékű (50-70 %) (Donèche, 1994). A cukortartalom mellett a jellegzetes, ún. botritiszes illat- és zamatanyagok is fontosak a keletkező bor aromája szempontjából, amelyek kémiai összetétele még nem teljesen feltárt. A szőlő főbb fenol komponenseit (kávésav és p-kumársav) a Botrytis lakkáz enzime kinonokká alakítja át. A szőlő aroma komponensei is jelentős változásokon mennek keresztül. A Botrytis termelte glükozidázok elhidrolizálják a terpén-glikozidokat, de bekövetkezik a szabad terpenoidok oxidációja, illetve egyes aldehidek alkohollá történő redukciója is (Donèche, 1994). A Botrytis aminosav-felhasználása következtében viszonylag alacsony a C3-C5 alkoholok mennyisége (Magyar, 1998). A Botrytis emellett számos speciális illékony komponenst termel, mint pl. a furfural, a benzaldehid, a fenilacetaldehid és a benzilcianid (Kikuchi et al., 1983). Az aszúborok mézre emlékeztető illatában kulcsszerepe van a szotolon nevű laktonnak (Magyar, 1998).


A Botrytis a nemesrothadás során számos fitotoxikus aktivitású poliszacharidot és különböző, antibiotikus hatású vegyületeket képez, amely a Botrytis által okozott változások mellett a must lassú erjedését okozzák.


2.8. Hártyaképző élesztők anyagcsere tevékenységének hatása a borra


Hagyományosan a sherry borokat a dél-spanyolországi borvidékeken készítik, gyakran a mustnak vagy a bornak szelektált hártyaképző élesztőtörzzsel való beoltásával. A biológiai érlelés alatt kialakul a sherry borok tipikus aromája. A pince hőmérséklet ingadozásának következtében, a hártya egy része a borba lesüllyed, és a hordó aljában fokozatosan nagymennyiségű üledék halmozódik fel, amelyben a sejtek autolizálnak. Az öregebb hártyán keletkező rések pedig új sejtekkel pótlódnak. Az élesztők szaporodása és autolízise tehát egymással párhuzamosan történik. 


2.8.1. Makromolekulák felszabadulása az érlelés során


Korábban már tanulmányozták a habzóborok, illetve a seprőn hagyott fehérborok érlelése alatt az élesztő autolízise során felszabaduló makromolekulákat (Feuillat és Charpentier, 1982).


Charpentier és mtsi. (2004) részletesen tanulmányozták a flor élesztők által a borba kibocsátott makromolekulákat a hártyaképzés során. Az érlelés alatt a sejtek által képzett biomassza többszörösére nő. A legjelentősebb növekedés az érlelés elején következik be. Ugyanezen periódus alatt, az élesztők életképessége csökken a nagy etanol tartalom és a bor kis pH értéke miatt kialakuló stresszhatásnak köszönhetően (Ibeas et al., 1997b; Mauricio et al., 2001). Az életképesség ezután azonban az érlelés végéig konstans marad.


A kiindulási bor makromolekula tartalma az érlelés végére kb. háromszorosára nő. A makromolekulák felszabadulása a hártya kialakulása alatt viszonylag alacsony. A poliszacharidok felszabadulása az élesztők növekedése közben történik, ez a sarjadzás során a sejtfal kontrollált hidrolízisének tudható be (Charpentier et al., 1986), amikor is az anyasejt falának „fel kell lazulnia”, hogy megtörténhessen az új sarj kiemelkedése (Fleet, 1991). Erős növekedés tapasztalható a makromolekulák szintjében a hártya lesüllyedésekor is. A makromolekulák felszabadulása a hártyában szaporodó sejtek, valamint az üledékben található holt sejtek autolízise által történik (Charpentier és Feuillat, 1993).


A felszabadult makromolekulák glikoproteinek, amelyek 73,3-78,5 %-os neutrális cukor és 0,92-1,21 % nitrogén tartalommal rendelkeznek, az érés szintjétől függően. Az érés során a glikoproteineket felépítő aminosavak aránya nem változik lényegesen. Az aminosavak 65 %-át az Asx (aszparagin és/vagy aszparaginsav), a Glx (glutamin és/vagy glutaminsav), a szerin, a treonin és az alanin teszik ki. Magas alifás aminosav tartalom figyelhető meg, főleg a hidroxilált szerin és treonin aminosavak mennyisége nagy, amelyek általában az élesztő mannoproteinek O-glikozidos kötéseiben vesznek részt (Ballou, 1976). Az N-glikozilálás lehetséges helye, az aszparagin, szintén nagy mennyiségben fordul elő.

Az érlelés előtti borban főleg mannóz (64 %) és galaktóz (26 %) található, de kevés glükóz (5 %) és arabinóz (3 %), nyomokban pedig ramnóz (1,5 %) is kimutatható. Ezek a szőlőből származó makromolekuláknak felelnek meg – pektinek, arabánok, és ramnogalaktánok. Az érlelés alatt a mannóz és glükóz tartalom növekedik, 75 illetve 17 %-os arányt is elérve az érlelés végére. Ezek az eredmények az élesztő sejtfal eredetű mannoproteinekre utalnak. A mannózt tartalmazó polimerek kiválasztása együtt járt a glükózt tartalmazó polimerek kiválasztással. A mannóz/glükóz arány a hártya kialakulása során élesen csökken (-48 %), ugyanis a növekedő sejtek által kiválasztott makromolekulák glükóz tartalma nagy. Az érlelés előrehaladtával a hártya lesüllyedése, majd az új hártya kialakulása során a mannóz/glükóz arány kisebb ütemben csökken (-12 %). Ilyenkor nemcsak az élő, hanem a holt sejtek (az élesztők 10 %-os életképessége miatt) is bocsátanak ki makromolekulákat. Feltételezhető, hogy a szaporodó és a holt sejtek által kibocsátott mannoproteinek különböznek. Továbbá a kiválasztott mannoproteinek glükóz polimerjeit az élesztők által borba kiválasztott glükanázok hidrolizálhatják (Charpentier et al., 2004).


2.8.2. A borok kémiai összetételének alakulása az érés során


A borok illata és aromája főleg a must típusán és minőségén, valamint a feldolgozás módján múlik. Azonban a Saccharomyces cerevisiae flor élesztők oxidatív metabolizmusának következtében a biológiai érlelés során megváltozik a borok kémiai összetétele, valamint új aroma komponensek is keletkeznek. 


Napjainkban a legtöbb must erjesztését válogatott S. cerevisiae vagy S. bayanus törzsek beoltásával végzik. A starter kultúra alkalmazása nagyban csökkenti mind az egyéb élesztőgomba törzsek számát, mind a fermentáció beindulásához szükséges időt, ezáltal csökkenve a bakteriális befertőződés esélyét és a nem-Saccharomyces élesztők káros tevékenységének hatását. Mindemellett azonban a természetes mikrobióta metabolikus aktivitása is befolyásolja a bor végső érzékszervi tulajdonságait (Reed és Nagodawithana, 1991).


A biológiai érlelés során, az élesztők oxidatív metabolizmusában az etanol a fő energiaforrás, amelyet az élesztők az alkohol-dehidrogenáz segítségével acetaldehiddé, majd acetáttá oxidálnak, és az acetil-KoA formában a citromsav ciklusba lép (3. ábra), végül szén-dioxiddá és vízzé oxidálódik redukált koenzimek képződése mellett. A folyamatban nem az alkoholos erjedésben résztvevő citoplazmás enzim, hanem egy induktív alkohol-dehidrogenáz vesz részt, amely a mitokondriumban található és glükóz represszió alatt áll. Az etanol mellett a glicerin is jelentős tápanyagforrás, amit a flor élesztők szintén hasznosítanak (Cortes et al., 1998; Cortes et al., 1999). A glicerin foszfátészter formájában dihidroxiaceton-foszfáttá, majd glicerinaldehid-foszfáttá alakul, ami a glikolízis és a citromsav kör lépéseiben oxidálódik tovább.

Az etanol fogyasztás szintje az érlelés elején a legnagyobb. Ez annak tulajdonítható, hogy a hártyaképzés – ami az érlelés elején következik be – energia igényes (Martinez et al., 1997c), és a legjobb rendelkezésre álló szénforrás az etanol. A sherry érlelésénél eltérések mutatkoznak az egyes S. cerevisiae változatok esetében. Az összes etanol fogyasztás a S. cerevisiae var. montuliensis és var. rouxii esetében nagyobb, mint a S. cerevisiae var. beticus és var. cheresiensis esetében. A glicerin fogyasztás az érlelés során egyenletes. A glicerin csökkenés a sherry borban az 50 %-ot is elérheti. Az etanol koncentráció emelésével a glicerin fogyasztása csökken. A S. cerevisiae var. montuliensis esetében a glicerin asszimiláció szintje nagyobb, mint a var. beticus esetében (Martinez et al., 1998).
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A szerves savak (citromsav, glükonsav, almasav, borostyánkősav, tejsav, ecetsav) mennyisége az érlelés során csökken. Míg a citromsav és a borostyánkősav mennyisége fokozatosan csökken az érlelés során, addig a glükonsav, a tejsav és az almasav koncentrációja kezdetben nem változik, a csökkenés csak az érlelés későbbi fázisában következik be. A sherry borokban az összes illósav tartalom az érlelés végére minimális értékre csökken. A fogyasztás a S. cerevisiae var. beticus és a var. cheresiensis esetében nagyobb, mint a var. montuliensis és a var. rouxii esetében. Minden változat esetében azonban az összes illósavban bekövetkező fogyasztás szintje az érlelés elején nagyobb, majd a minimális fogyasztási szint elérése után kismértékű ingadozást lehet csak megfigyelni. Az ingadozás az etanol ecetsavon keresztül történő metabolizálásával magyarázható (Martinez et al., 1998).
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3. ábra: Az etanol oxidációja és a citromsav ciklus (Thuriaux, 2004)

Az érlelés hatására a legjellegzetesebb változás az acetaldehid tartalomban következik be, ugyanis az alkohol biológiai oxidációja során köztes termékként acetaldehid keletkezik, melynek egy része kilép a sejtből, és a borban felhalmozódik. Az acetaldehidet tekintik a fino sherry borok érzékszervi tulajdonságait legjobban befolyásoló komponensnek (Moreno et al, 2005). A sherry biológiai érlelése során 300-400 mg/l acetaldehid is keletkezik, azonban leírtak 700-800 mg/l-es koncentrációkat is. Az acetaldehid termelés szintje az etanol fogyasztás szintjét követi, tehát a hártyaképzés során a legnagyobb. Ezután csökken, majd a minimális termelési értéket elérve, ezen érték körül ingadozik. A S. cerevisiae var. montuliensis és var. rouxii változathoz tartozó törzsekre nagyobb mennyiségű acetaldehid termelés jellemző, mint a S. cerevisiae var. beticus és a var. cheresiensis változathoz tartozókra. A 2,3-butándiol és az acetoin koncentrációja az acetaldehid koncentrációval korrelál (Martinez et al., 1998).


A legtöbb aminosav koncentrációja folyamatosan csökken az érlelés során, kivéve a hidroxiprolint és a p-etanolamint. A prolin a legfőbb aminosav a szőlőben; az összes aminosavnak akár több mint 75 %-át is kiteheti (Botella et al., 1990), ezért a prolin fogyasztás az összes aminosav fogyasztást tükrözi. A borélesztők minden aminosavat képesek hasznosítani a fermentáció során, kivéve a prolint. A prolin metabolizmusa mind permeázt, mind prolin oxidázt igényel, amelyek működése oxigénfüggő (Brandriss és Magasanik, 1979). Mivel a fermentáció anaerob körülmények között zajlik, a prolin metabolizmusa pedig a mitokondriumban történik (Ingledew et al., 1987) a folyamat az erjedés folyamán gátolt. A biológiai érlelés során a flor élesztők kizárólag oxidatív metabolizmust folytatnak, így nincs akadálya a prolin hasznosításának (Martinez et al., 1995).


Az aminosavak metabolizmusa során magasabbrendű alkoholok keletkeznek (valin → izobutanol, izoleucin és leucin → izoamil alkoholok), amelyek koncentrációjában a hártya képzéskor (aktívabb metabolizmus) következik be a legjelentősebb változás (Martinez et al., 1998). A hártyaképző élesztők a magasabbrendű alkoholokat is oxidálják, így kisebb mennyiségben ezek aldehidjei is megtalálhatóak a sherry borokban (Magyar, 1998).


2.8.3. A sherry borok színének fejlődése


A biológiai érlelés során a bor színe nem sötétedik, annak ellenére, hogy fahordókban tárolják. A fino borok egyik legjellegzetesebb tulajdonsága a halvány szín.


A szín alakulását a 470 nm-en mért abszorbancia értékkel lehet nyomon követni, amely a bor oxidációjának fokát mutatja. A hártyaképző élesztőkkel beoltott bor abszorbanciája az érlelés során fokozatosan körülbelül a felére csökken, míg a be nem oltott bor abszorbanciája nagyjából a kétszeresére növekedik. A bor abszorbanciában bekövetkezett csökkenés az élesztőhártya kettős hatása következtében kialakult reduktív következménynek köszönhető: egyrészt fizikai gátat jelent az oxigén számára a bor felszínén, másrészt az élesztősejtek felhasználják az oxigént a respirációs metabolizmus során (Martinez et al., 1997a).

A borok színének növekedéséért főleg a polifenolok oxidációja felelős. A polifenolok nem kizárólag a fahordóból vonódnak ki. A kumársav és a kávésav már a szőlő mustjában is jelen van. A protokatechusav mennyisége azonban jelentős növekedést mutat fahordós érlelés során (kb. háromszoros), ami arra utal, hogy ezen polifenol jelentős része a fából vonódik ki (Martinez et al., 1998).


2.9. A Saccharomyces cerevisiae sejtfalának jellegzetességei


2.9.1. A sejtfal szerepe és összetétele


A sejtfal fő funkciója minden kétséget kizáróan az ozmotikus védelem. A sejtfal jelenléte nélkül, ozmotikus stabilizálás hiányában a sejt lizál. A sejt jellegzetes alakját is a sejtfal biztosítja, továbbá a sejtfal permeabilitása nagymértékben befolyásolja a nagy molekulák bejutását és távozását a sejtbe, illetve a sejtből (de Nobel et al., 1990; Stratford, 1994; Klis et al., 2002).


A S. cerevisiae esetében a sejtfal a sejt száraz tömegének 15-30 %-át, a térfogatnak pedig a 
25-50 %-át teszi ki (Lipke és Ovalle, 1998). Az élesztők sejtfala réteges felépítésű (Klis, 1994).


1. A külső réteg főleg mannoproteinekből (sejtfal kb. 40 %-a) áll. Ez a réteg érzékeny a proteolítikus „támadásra”; hatására a külső réteg teljesen eltűnik, a sejtek alakja azonban változatlanul megmarad, ami arra utal, hogy a külső protein réteg nem járul hozzá közvetlenül a sejtfal mechanikai erősségének kialakításához. Feltételezik, hogy egyes sejtfal fehérjék magának a sejtfalnak a felépítésében játszanak szerepet, valamint a sejtciklus egyes fázisaiban szükségesek a sejtfalban bekövetkező szerkezeti változásoknál, mint pl. a sarjadzás, a mating vagy a spórázás. Más fehérjék az élesztősejt és a környezetük között fellépő interakciókban lehetnek fontosak, mint pl. az agglutináció, a flokkuláció és az adhézió (Roy et al., 1991; Cappellaro et al., 1991; Cappellaro et al., 1994; Roberts és Fink, 1994; Mrsa et al., 1999; Guo et al., 2000; Reynolds és Fink, 2001).

2. A belső, β-1,3-glükán réteg (sejtfal kb. 50 %-a) felelős a sejtfal mechanikai stabilitásáért. Maga a glükán is réteges felépítésű, egy belső rostos (fibrilláris) és egy sokkal amorfabb külső rétegből áll. A külső amorf rétegben kis mennyiségben ugyan, de β-1,6-glükán is jelen van (sejtfal kb. 10 %-a), amely fontos szerepet játszik a belső és a külső sejtfal komponensek összekötésében (Kollar et al., 1997). A sejtfal β-1,6-glükanázzal való emésztésével, nemcsak a protein réteg távolítódik el, hanem a belső réteg amorf része is, csak a rostos, plazma membránhoz közel lévő részt hátrahagyva. Ilyen kezelés után a sejt eredeti alakja továbbra is fennáll, azaz maga a rostos legbelső rész felelős a sejtek alakjáért. A glükán továbbá az élesztő killer faktor elsődleges receptora, ezért a glükán szintézishez szükséges gének (KRE gének) mutációja toxin rezisztenciát okoz (Lipke és Ovalle, 1998).


A sejtfalban található még kitin (sejtfal kb. 1-3 %-a), amely a Saccharomyces cerevisiae-nél elsősorban az anyasejt és a sarjsejt közötti „gyűrűben” és a sarjhegekben (Cabib és Bowers, 1971) található. Maguk a leánysejtek (sarjak) nem tartalmaznak kimutatható mennyiségű kitint (Schekman és Brawley, 1979). A kitin a sejtfalban is megtalálható, a sejtfal belső rétegében, közel a plazma membránhoz glükán-kitin komplexként. A kitin glikozidos kötésekkel kapcsolódik a β-1,3-glükán és a β-1,6-glükán nem-redukáló elágazódásaihoz (Kollar et al., 1995). Annak ellenére, hogy csak kis mennyiségben van jelen a sejtfalban, fontos szerepet tölt be a sejtfal szerkezetében. A kitin szintézist befolyásoló mutációk a sejtek ozmotikus szenzitivitását, abnormális morfológiát, aggregációt okoznak, valamint a szaporodás leállását megnyúlt sarjakkal. Hasonló lízis/abnormális morfológia figyelhető meg megváltozott kitin eloszlás során is (Stratford, 1994).


A sejtfal összetétele és szerkezete a szaporodás folyamán jelentősen változik, de a sejtfal szintézis és felépítés szigorú kontroll alatt áll. A sejtfal összetételt és felépítést azonban nemcsak a sejtciklus kontrollálja, hanem azt a külső tényezők jelenléte – mint pl. a tápanyag ellátottságtól, pH, hőmérséklet vagy feromonok – is erősen befolyásolja (Klis, 1994).


2.9.2. Sejtfalfehérjék


Az élesztő sejtfalfehérjéi erősen glikozilált polipeptidek, gyakran 50-95 %-os szénhidrát (mannán) résszel (van der Vaart et al., 1995). A legtöbb, de nem az összes fehérje O- és N-szénhidrát láncokat tartalmaz. Az O-láncok – amelyek a szerinhez vagy a treoninhoz kapcsolódnak – rövid, egyenes láncok, melyek 1-5 mannózt tartalmaznak α-kötésben. A mannoproteinek O-láncai hozzájárulnak a sejtfal stabilitásához, mivel az O-mannozilációra nem képes proteinek ozmolabilisak (Gentzsch és Tanner, 1996). Az N-láncok – amelyek az aszparaginhoz kapcsolódnak – egy 8-15 mannózból álló magból („core”) és számos esetben a maghoz kapcsolódó erősen elágazó külső láncokból állnak (Klis, 1994). A sejtfelszíni fehérjék szénhidrát oldalláncai számos foszfodiészter hidat tartalmaznak, amely a sejtfelszín negatív töltését biztosítja. A fehérjék oldalláncainak fontos szerepe van a sejtfal hidrofil-hidrofób tulajdonságának meghatározásában is (Klis et al., 2002).

A Saccharomyces cerevisiae élesztő sejtfalfehérjéi három csoportba sorolhatóak, amely csoportok a kémiai kötődésben, valamint módjában különböznek. A fehérjék fiziológiai vizsgálata szerint a fehérjék sejtfalhoz való kötődése a sejtfalban betöltött szerepüket tükrözi (Terashima et al, 2003).

2.9.2.1. Nem kovalensen kapcsolódó sejtfal fehérjék


A fehérjék a sejtfal szerkezeti elemeihez kapcsolódnak diszulfid hidakkal vagy egyéb nem-kovalens kötődéssel. A tisztított sejtfalból forró SDS és merkaptoetanol (Valentin et al., 1984) vagy ditiotreitol (Cappellaro et al., 1998) segítségével kivonhatóak. Összesen 9 ilyen fehérjét mutattak ki (Mrsa et al., 1997), amelyeket a kötődési formájuk alapján Scw1p-Scw9p-nek neveztek el. Az ide tartozó fehérjék vagy enzimek hidrolítikus, részben glikolítikus aktivitással, vagy ezen enzimek homológjai. Egyes fehérjék transzglükozidázként is működhetnek, amivel hozzájárulnak a sejtfal szerkezetéhez és merevségéhez (Mrsa et al., 1999; Mrsa és Tanner 1999).


2.9.2.2. Glükanázzal kivonható kovalensen kapcsolódó sejtfal fehérjék

Számos fehérje kovalensen kötődik a sejtfal szerkezeti poliszacharidjaihoz (4. ábra). Ezen fehérjék egy része különböző glükanázokkal kivonhatóak (Valentin et al., 1984; Mrsa et al., 1997).
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4. ábra: A Saccharomyces cerevisiae sejtfalának szerkezete (Klis et al., 2006)

A fehérjék egymással nagy szerkezeti hasonlóságot mutatnak (van der Vaart et al., 1995). A 
C-terminális végükön kivétel nélkül tartalmaznak egy GPI-kapocs szignált, amely szükséges a β-1,6-glükánhoz való kovalens kapcsolódáshoz (Lu et al., 1994; Kapteyn et al., 1996; Kollar et al., 1997; Mrsa és Tanner, 1999). Mindemellett, mindegyik gazdag hidroxi aminosavakban, amelyek gyakran a szekvencia bizonyos részein csoportosulnak, valamint jelentősen glikoziláltak (mind 
N-, mind O-glikoziláció). Kevés ismeret van ezen fehérje csoport fiziológiai szerepéről, kivéve azokat, amelyek olyan sajátos folyamatban vesznek részt, mint pl. az agglutináció vagy a flokkuláció, illetve egyéb sejtfal fehérjék (Shimoi et al., 1998, Kitagaki et al., 1997). Összesen öt fehérjét lehet a sejtfalból glükanáz készítmény segítségével kivonni, amelyeket Ccw1p-Ccw5p-nek neveztek el.


2.9.2.3. NaOH-dal kivonható kovalensen kapcsolódó sejtfal fehérjék

A sejtfalhoz kovalensen kötődő fehérjék egy másik csoportját 30 mM-os NaOH segítségével lehet kivonni. Hat ilyen fehérjét mutattak ki, amelyeket Ccw6p-Ccw11p neveztek el (Mrsa et al., 1997) és a lúg érzékenységük alapján ASL-fehérjeként tartanak számon (de Groot et al., 2005). Ezen fehérjék közé tartozik a Pir-fehérjék családja, amely tagjai egymással nagyfokú homológiát mutatnak. Ezek a fehérjék a Ccw6p, a Ccw7p, a Ccw8p és a Ccw11p. A Ccw11p megegyezik a Ccw5p-tel, tehát glükanázzal is kivonható (Mrsa et al., 1997). Szekvenálással megállapították, hogy a CCW6 gén megegyezik a PIR1 génnel, míg a CCW8 gén a PIR3 génnel (Toh-e et al., 1993). Southern blot kereszt-hibridizációval kimutattak másik két homológ gént is, a PIR2-öt és a PIR4-et. A CCW5 a PIR4-nek, a CCW7 pedig a PIR2-nek felel meg. A PIR gén családot először a viszonylag hosszú (18-19 aminosav), sajátos aminosav sorrendet mutató ismétlődő szekvenciák miatt vizsgálták. Az ismétlődő szekvenciák száma 1 (Ccw5p) és 11 (Ccw7p) között változik. A Pir-fehérjék hasonló szerkezettel rendelkeznek, tartalmaznak egy N-terminális szignál peptidet, egy aktív Kex2p proteináz felismerő helyet, egy ismétlődő szekvenciákból felépülő régiót, valamint egy erősen konzervált C-terminális régiót négy fixált helyzetű ciszteinnel (ún. 4 cisztein domain) (Klis et al., 2002). A Pir-fehérjék jellegzetesen gazdagok hidroxi aminosavakban, amelyek legtöbbje 
O-glikozilált (Mrsa et al., 1997). A család két tagja (Pir1p és Pir3p) ezen kívül N-glikozilált láncokat is tartalmaz (Russo et al., 1992). A PIR1 és a PIR3 közeli rokonságban állnak egymással és a XI. kromoszómán helyezkednek el. A PIR2 a X. kromoszómán található (Toh-e et al., 1993). Nem ismert a PIR családba tartozó fehérjék pontos funkciója. A PIR génekkel homológ géneket találtak a Kluyveromyces lactis és a Zygosaccharomyces rouxii esetében is, azonban a Schizosaccharomyces pombe-ben nem, ami azt sugallja, hogy a PIR gének a sarjadzó élesztőkben játszanak szerepet (Toh-e et al., 1993). A Pir1p, a Pir2p és a Pir3p a sejtciklus korai 
G1-fázisában expresszálódnak, amikor a sejtek izotrópikusan növekednek és a meglévő makromolekula hálózatba új sejtfal komponenseknek kell beépülnie (Kapteyn et al., 1999). Castillo és mtsi. (2003) a Pir4p ismétlődő szekvenciáját tanulmányozva megállapították, hogy a fehérje ismétlődő aminosav szekvenciája nélkülözhetetlen a sejtfalba való beépüléshez, hiányában a Pir4p csak diszulfid hidakkal kapcsolódik a sejtfalhoz, nem képes kovalensen kapcsolódni a β1,3-glükánhoz. Ha az ismétlődés, amely tartalmazza a DGQJO (J valamilyen hidrofób aminosavat jelöl) aminosav szekvenciát, tényleg közvetlen szerepet játszik a β1,3-glükánhoz való kapcsolódásban, akkor azon Pir-fehérjék, amelyek több ismétlődést tartalmaznak, kettő vagy akár több β1,3-glükán molekulát is összeköthetnek. Ez jelentősen erősíthetné a sejtfalat (de Groot et al., 2005; Klis et al., 2006). Megfigyelték továbbá, hogy a PIR családba tartozó génekben bekövetkező mutáció a generációs idő kismértékű növekedését eredményezi. A mutáns sejtek morfológiája jelentősen különbözik a vad típustól, ugyanis a sejtek térfogata növekedik, sok sejt szabálytalan alakot vesz fel, valamint a sejtek csomókba csapódnak össze (Mrsa és Tanner, 1999).


A PIR fehérjék közül a Pir4p kb. 50 %-a kiválasztódik a tápközegbe, míg a Pir2p főleg a tápközegből izolálható vissza, a fehérjének kb. 2-4 %-a marad csak a sejtfalhoz kötötten (Moukadiri és Zueco, 2001).

2.9.3. Stressztényezők hatása a sejtfal szerkezetére


A borok fermentációja és biológiai érlelése során az élesztők számos stressztényezőnek vannak kitéve, mint pl. oxidatív stressz, megemelkedett hőmérséklet, kis pH, nagy etanol és acetaldehid koncentráció, illetve korlátozott tápanyag és éhezés (Zuzuarregui és del Olmo, 2004).

Az etanol, az acetaldehid és az acetát metabolizmusa a S. cerevisiae esetében viszonylag komplex, mivel számos enzim vesz részt benne, valamint a sejt redox egyensúlyától is függ (Aranda és del Olmo, 2003). Az etanolon való növekedéskor a mitokondriális enzimeknek van jelentőségük (Wang et al., 1998; Saigal et al., 1991), ahol is az etanol acetaldehiddé való átalakítását az alkohol dehidrogenáz végzi. A mitokondriális ALD enzimeket az ALD4 és az ALD5 gének kódolják, amelyek expressziója erős glükóz represszió alatt áll (Jakobson és Bernofsky, 1974). Mivel a keletkező acetaldehid gyengébben diffundál át a plazma membránon, mint az etanol, jelentős intracelluláris akkumuláció figyelhető meg az élesztőben, amely a külső koncentrációnak akár 
10-szeresét is elérheti (Stanley és Pamment, 1992). Az ilyen nagy acetaldehid koncentráció számos metabolikus aktivitást gátol, illetve az exponenciális sejtekben egyes, a stressz válaszért felelős gének expresszióját indukálja. Ilyenek a HSP12, a HSP26, a HSP82 és a HSP104 (Carrasco et al., 2001; Aranda et al., 2002), valamint az ALD gének (Aranda és del Olmo, 2003).

A különböző stressztényezők a sejtfalra is hatással vannak. Olyan sejtfal-stressz hatására, amely a sejtfal gyengülését okozza, számos GPI-fehérje, valamint az összes Pir-fehérje expressziójának szintje megnő, ami ezen fehérjék sejtfal megerősítésében való részvételére utal (Kapteyn et al., 1999; de Groot et al., 2005).


Természetes környezetben a borélesztőknek kis pH értékeket kell elviselniük. Az kis pH értékekhez történő adaptáció változást okoz a sejtfal összetételben és szerkezetben. Savas pH értékek esetében a Pir2p sokkal nagyobb mennyiségben van jelen a sejtfalban. A nagyobb mennyiség nem a fehérje megnövekedett expressziójának tulajdonítható, hanem a Pir2p-nek a sejtfalba való hatékonyabb beépülésével (Kapteyn et al., 2001; Klis et al., 2002).


2.9.4. Sejtfalfehérjék szerepe az adhézióban, az invazív növekedésben és a biofilm képzésben


Az élesztősejtek adhéziója (flokkulációja) speciális sejtfelszíni fehérjék, úgynevezett adhezinek vagy flokkulinok segítségével történik. Az adhéziót két nagy csoportra lehet osztani: a lektin-típusú adhézió (cukor érzékeny) és a cukor érzéketlen adhézió. A Saccharomyces cerevisiae lektin-típusú adhéziója esetében az adhezin (a FLO1, FLO5, FLO8 és FLO10 gén termékei) a másik sejt felszínén található cukor-láncokhoz kapcsolódik és a sejtek aggregációját váltja ki. A S. cerevisiae sejtek lektin-típusú adhéziója két alcsoportra osztható tovább, a Flo1 és a NewFlo kategóriákra. A Flo1 csoport adhezinjei kizárólag mannózhoz kapcsolódnak, míg a NewFlo csoport adhezinjei a mannóz mellet, glükózhoz illetve glükóz oligomerekhez (pl. a maltóz) is képesek kapcsolódni. A cukor érzéketlen adhézió esetében az adhezin (a FLO11 gén terméke) a cukrok helyett a peptidekhez kötődik, vagy a sejtfelszín hidrofóbicitásának megnövelésével elősegíti a sejtek és az abiotikus felszínek közötti hidrofób kölcsönhatások kialakulását (Kang és Choi, 2005). A FLO11 gén terméke a flokkuláción kívül az álhifa képzésben, az invazív növekedésben, valamint az agarhoz, illetve egyéb felületekhez való adhézióban is szerepet játszik (Lambrechts et al., 1996; Lo és Dranginis, 1996; Lo és Dranginis, 1998; Guo et al., 2000; Reynolds és Fink, 2001; Bayly et al., 2005). Az élesztősejtek álhifás növekedésre való átváltásának képessége, valamint invazív növekedésük virulencia faktor lehet. Mind az álhifás, mind az invazív növekedés törzsfüggő, de nem mindig kapcsolt jelenség, továbbá az álhifa képzés nem előfeltétele az invazív növekedésnek. Immungyenge betegek hemokultúrájából azonban néhány esetben izoláltak S. cerevisiae törzseket, amelyek között pékélesztő és probiotikus hatású (var. boulardii) törzsek is megtalálhatók voltak (Llanos et al., 2006) Klingberg és mtsi. (2008) vizsgálatai alapján a klinikai és nem-klinikai (élelmiszer) eredetű Saccharomyces cerevisiae izolátumok álhifaképzése és invazív növekedése között nincs szignifikáns különbség. Azonban sem a klinikai, sem a nem-klinikai S. cerevisiae törzsek nem okozzák az emberi hámszövetek destabilizálását egészséges immunrendszerű egyéneknél, hatásuk inkább a probiotikus baktériumokéhoz hasonló, azaz egészséges emberi gyomor-bélrendszerre védő hatásuk lehet. 

Az adhéziót kódoló gének expressziója nem konstitutív, az aktiválást különböző környezeti tényezők, mint pl. szénhidrát és/vagy nitrogénéhezés, illetve a pH és etanol szint változása válthatja ki, ezáltal az élesztők adhéziós képessége a stresszhez való adaptáció egyik módja lehet. (Verstrepen és Klis, 2006; Sampermans et al., 2005)

A környezeti tényezők változása egyes Saccharomyces cerevisiae haploid sejtjeiben adhezív/invazív növekedést indukál (glükóz hiány), míg a diploid sejtek esetében álhifa képzést idéz elő (nitrogén hiány) (Cullen és Sprague, 2000). Ezen morfológiai folyamatok a Flo11p sejtfelszíni jelenlétét igényelik (Braus et al., 2003). A FLO11 expressziójának hiánya esetén az adhezív/invazív növekedés, illetve álhifa képzés elmaradhat. Ilyenek pl. az S288c genetikai hátterű S. cerevisiae törzsek, amelyeknél a FLO11 nem expresszálódik a szabályozó FLO8 génben bekövetkezett nonsense mutáció következtében, azonban ezt a tenyésztés körülményei is befolyásolják (Mortensen et al., 2007).


Mint más glükóz hiány által kiváltott folyamat, az adhezív/invazív növekedés is az Snf1 protein kináz jelenlététől függ (Cullen és Sprague, 2000). Az Snf1 a FLO11 transzkripcióját pozitívan szabályozza, ugyanis gátolja az Nrg1 és az Nrg2 fehérjék negatív, gátló tulajdonságát, így a FLO11 expressziójának derepresszálását váltja ki. Továbbá az Snf1 aktivitás növekedése a FLO11 megnövekedett expresszióját és így az adhezív/invazív tulajdonság javulását eredményezi. Ez azonban nemcsak az adhezív/invazív növekedésre, hanem az álhifa képzésre is igaz (Kuchin et al., 2002). A FLO11 transzkripcióját a ploiditás is befolyásolja. A ploiditás növekedésével a törzsek adhéziója csökken, pl. a diploid sejtek adhéziója nem olyan jó, mint a haploid sejteké (Reynolds és Fink, 2001). A FLO11 túl-expresszáltatásával azonban a diploid sejtek invazív képessége javítható (Lo és Dranginis, 1998).


Reynolds és Fink (2001) kimutatták, hogy a laboratóriumi S. cerevisiae törzsek esetében a biofilm képzés indukálható, valamint, hogy a folyamathoz a FLO11 gén szükséges. A borélesztők flor képzése, amely úszó biofilmnek tekinthető, szintén glükóz hiány esetén indukálódik (Cantarelli és Martini, 1969) etanol jelenlétében. A flor, más mikrobiális biofilmekhez képest nem tartalmaz poliszacharid vagy fehérje mátrixot, hanem kizárólag úszó élesztőrétegből áll. A flor törzsek esetében a FLO11 expressziójának mértékét a különböző szénforrások (glükóz vagy etanol) nem befolyásolják, azonban a sejtfelszín hidrofóbicitása jelentős mértékben eltér. Az etanol jelenléte a szaporodás során a sejtfelszínen lévő Flo11p konformációjában okoz változást, ami a hidrofóbicitás növekedését eredményezi, továbbá egyéb hidrofób képletek, mint pl. zsírsavak kapcsolódhatnak a Flo11p-ben található szerinhez és treoninhoz (a Flo11p 50 %-a szerin és treonin), ami a sejtfelszínnek hidrofób tulajdonságot kölcsönöz (Ishigami et al., 2006). Mindemellett a FLO11 deléciója nem akadályozza meg a flor képzést, ez azt jelzi, hogy egyéb faktorok is szerepet játszhatnak (Fidalgo et al., 2006). Ishigami és mtsi. (2006) a FLO11 génnel homológ gént mutatottak ki PCR segítségével, amely hozzájárult a sejtek hidrofóbicitásának növeléséhez és a flor képzéshez.


2.10. Az élesztősejtek hidrofób tulajdonságai


A mikrobasejtek sejtfelszíni tulajdonságai – mint pl. a sejtfelszíni hidrofóbicitás – számos jelenségben (aggregáció, flotáció és adhézió) részt vesznek, amelyek fontos szerepet játszanak a biotechnológiában (söripar, immobilizált sejteket alkalmazó reaktorok), a folyamattervezésben, az anyag technológiában (eldugulás), az orvostudományban (implantátumok biokompatibilitása, foglepedék) és a természetvédelemben (vízkezelés, bioremediáció) (Dengis és Rouxhet, 1997).


A hidrofób sejtfelszíni komponensek szerepét a szilárd felszínen való biofilm képzés esetében is megfigyelték, ahol a sejtfelszín hidrofób jellege szerepet játszik az élesztősejtek mátrixhoz, valamint a már kapcsolódott sejtekhez való kapcsolódásban (Verstrepen és Klis, 2006). Azonban míg a szilárd felszínen kialakuló biofilm képződésnél a sejtek egy exopoliszacharid mátrixba vannak ágyazódva, a folyadék felületén történő hártyaképzés során sem külső, sem belső specifikus képződményeket nem találtak. A borászatban a sejtfelszín hidrofóbicitása fontos szerepet játszik a sejtek CO2-hoz való adhéziójában, ez a folyamat nagymértékben hasonlít a flokkulációhoz, amely egy fehérje (lektin) sejtfelszíni szekrécióját igényli (Stratford, 1989; Calleja, 1994; Iserentant, 1996).

A sejtfelszíni hidrofóbicitást azonban nemcsak sejtfelszíni fehérjék okozhatják. Egyes szerzők szerint a hidrofóbicitás nagymértékben függ a sejtfelszínen jelenlévő zsírsavaktól, ami szénforrásokkal befolyásolható, ugyanis Iimura és mtsi. (1980b) kimutatták, hogy 0,5 N nátrium-hidroxiddal való kezelés, amely a sejtfelszínen lévő zsírsavakat távolítja el (főleg palmitoleinsav és oleinsav) erős hidrofóbicitás csökkenést eredményez.


Más szerzők szerint a hidrofóbicitás növekedése a sejten belüli lipid komponensek koncentrációjának növekedésével is magyarázható lehet (Fleet, 1991), emellett a lipid részecskék mennyiségének növekedése hozzájárulhat a sejtek sűrűségének csökkenéséhez, ezáltal elősegítve a sejtek folyadék felszínre való felemelkedését. Továbbá, a szterolok mennyisége és a foszfolipidek telítetlen zsírsav összetétele fontos szerepet tölt be a plazmamembrán tulajdonságaiban, mivel a membrán fluiditásában játszanak szerepet és befolyásolják a membrán-kapcsolt enzimek aktivitását (Alexandre et al., 1994). A plazmamembrán működése közvetlenül összefügg a sejt életképességével (Rozes et al., 1988; Mauricio et al., 1991), valamint az alkohol toleranciával (Mishra és Prasad, 1989; Castillo, 1992). Ez összefüggésben lehet a membránok aerob körülmények között megnövekedett integritásával és működésével.

2.10.1. Élesztősejtekben előforduló lipidszemcsék


Számos eukarióta sejtben – növényi sejt, emlős sejt, és egysejtű organizmusok, mint az élesztő (Clausen et al., 1974; Schaffner és Matile, 1981) – kimutattak intracelluláris lipid cseppeket. Az emlősök lipid szemcsék szerkezete viszonylag egyszerű. Erősen hidrofób, neutrális lipideket (trigliceridek és/vagy szteril-észterek) tartalmazó magból, és polárisabb komponenseket tartalmazó felszíni rétegből állnak.


Clausen és mtsi. (1974), valamint Schaffner és Matile (1981) az élesztő lipid szemcsék biokémiai összetételét tanulmányozva megállapították, hogy a lipid cseppek itt is főleg trigliceridekből és szteril-észterekből állnak (kb. 50 % mindegyik), valamint kis részben foszfolipidekből. Ezeket az eredményeket Zinser és mtsi. (1993) is megerősítették. Feltételezik, hogy a lipid részecskék trigliceridjei és szteril-észterei a membrán felépítéséhez szükséges komponensek raktározására szolgálnak. Daum és Paltauf (1980) kimutatták, hogy zsírsav hiány esetén a szteril-észterek és trigliceridek zsírsavjai mobilizálhatóak, valamint a Saccharomyces cerevisiae élesztők szteril-észterei és szabad szteroljai egymásba átalakíthatóak a metabolizmus során, a szaporodási fázisától függően. Az aktív szaporodás folyamán ugyanis a szteril-észterek hidrolizálódhatnak és a szabad szterolok újrahasznosulhatnak a membrán szintézisben (Lewis et al., 1987).

A lipid részecskéknek jellegzetesen gömbszerű szerkezetük van, csak néhány esetben figyeltek meg kisebb deformációt. A cseppek többségének az átlagos átmérője 0,3-0,5 μm, habár nagyobb, 1,2-1,6 μm-es méret is előfordulhat. A lipid cseppeket egyrétegű foszfolipid molekularéteg veszi körül, a részecskék fehérje mennyisége azonban elhanyagolható. Ezek a fehérjék főleg a cseppek felszínén helyezkednek el, és egyéb sejtmembránokkal való kapcsolatok kialakításában vesznek részt. A lipid részecskék és a vakuoláris membrán erősen összeragadhat, ami megnehezíti a lipidek izolálását. A részecskék foszfolipid összetétele eltér az élesztő membránokban található foszfolipidekétől, ami főleg a nagy foszfatidil-inozitol tartalomnak tulajdonítható. Az élesztőkben található lipid cseppek általános összetételét az 1. táblázat tartalmazza.


1. táblázat: A lipid részecskék általános lipid összetétele (A) és ezen belül a foszfolipidek összetétele (B)(Leber et al., 1994)
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A lipid részecskék összetétele

		tömeg %-a

		

		A lipid részecskék foszfolipidjeinek összetétele

		összes foszfolipidre eső %



		Trigliceridek 

		51,2

		

		Foszfatidil-kolin

		36,4



		Szteril-észterek

		44,4

		

		Foszfatidil-inozitol 

		31,6



		Protein 

		2,6

		

		Foszfatidil-etanolamin 

		20



		Foszfolipidek 

		1,3

		

		Foszfatidil-szerin

		5,4



		Szkvalének

		0,5

		

		Dimetilfoszfatidil-etanolamin 

		3,9



		Szterolok 

		<0,3

		

		Foszfatidsav 

		2,7





Valero és mtsi. (2002) széleskörűen vizsgálták a fermentáció és hártyaképzés során bekövetkező változásokat az élesztősejtek lipid összetételében és tartalmában.


1. Az alkoholos fermentáció során az élesztők foszfolipid tartalma csökken. A fermentáció lejátszódása után a foszfolipid tartalom tovább csökken, mind a hártyaképzés, mind pedig a hártyaképzés gátlása esetén, azonban ez a csökkenés a hártyát képző élesztők esetén kisebb, ezért nagyobb foszfolipid tartalommal rendelkeznek.


2. Az élesztők domináns zsírsavai a palmitinsav (C16), a palmitoleinsav (C16:1), a sztearinsav (C18) és az oleinsav (C18:1). A fermentáció folyamán a 16 szén-atomszámú zsírsavak mennyisége csökken, míg a 18 szén-atomszámúaké nő. Az erjesztés után történő érlelés során az oleinsav mennyisége nagymértékben növekedik, az összes zsírsavnak akár a 60 %-át is kiteheti. Hártyaképzés gátlása esetén a zsírsavak százalékos aránya nem változik szignifikánsan, azonban nagy mennyiségű zsírsav akkumulálódik. Ez feltehetően annak tulajdonítható, hogy a sejtek szaporodása leáll, a zsírsavak bioszintézise azonban bizonyos ideig még folytatódik. A fermentáció alatt az élesztők telítetlenségi indexe kb. 0,5. Ez megfelel az élesztők optimális értékének. Hártyaképzés során az index kismértékű növekedést mutat, akár a 0,7-es értéket is elérheti.

A 18 szén-atomú zsírsavak mennyiségében bekövetkező növekedés azt jelzi, hogy a fermentáció befejezésével az élesztők egy adaptációs fázisba lépnek, melynek során az oleinsav aránya nő más zsírsavak rovására. Ezért a hártyaképzésre való átváltás a zsírsavak telítetlenségi indexének növekedését okozza (főleg a C18:1/C18 arány nő) (Farris et al., 1993). Ez befolyásolja az élesztő etanol toleranciájának növekedését, talán a hidrofób jelleget, valamint a sűrűség csökkenését. Eredményképpen a sejtek felemelkednek a bor felszínére.

3. Szterolok közül az élesztőkben a szkvalén és az ergoszterin a legjelentősebb. Hártyaképzéskor az ergoszterin mennyiségében csökkenést lehet megfigyelni, ami valószínűleg a lassú színtézisnek tulajdonítható. A hártyaképzés gátlása esetén azonban mind a szkvalén, mind pedig bizonyos szterin intermedierek és az ergoszterin akkumulálódik a szaporodás gátlása miatt.


Az ergoszterin/foszfolipid arány a fermentáció során végig alacsony, ami a foszfolipid akkumulációnak (főleg telített zsírsavak) köszönhető. A hártyaképzés során ez az arány stabil maradt. Van der Rest és mtsi. (1995) szerint az optimális sejtaktivitás szempontjából <1 ergoszterin/foszfolipid arány a kívánatos. A hártyaképzés gátlása esetén ez az arány nagymértékben növekedik (>1), ami a foszfolipid tartalom csökkenésének és az ergoszterin akkumulációnak köszönhető, ez pedig az életképesség csökkenését eredményezi.

2.10.2. Oxidált zsírsavak (oxilipinek) a sejtfelszínen


Az oxilipinek oxidált telített és telítetlen zsírsavak, amelyek széles körben megtalálhatóak a természetben – pl. növényekben, állatokban és egyes mikroorganizmusokban – mint a különböző komplex lipidek és szabad karboxilsavak összetevői (Kock et al., 2003). Nagyszámú telítetlen hidroxi zsírsavakat találtak gombákban, amelyek a lipoxigenáz, a dioxigenáz vagy a citokróm P-450-közvetített útvonalakon keletkeznek. A gomba oxilipinek többsége oleinsavból vagy linoleinsavból keletkezik, de vannak példák arachidonsav-származék (AA-származék) oxilipinekre is (Bhatt et al., 1998). Ezen komponensek jelenlétéről először Stodola és mtsi. (1967) tudósítottak a Rhodotorula graminis és a Rhodotorula glutinis törzsek extracelluláris glikolipidjében.

Az oxilipinek erős biológiai aktivitással rendelkeznek, és fontos szerepet töltenek be a sejtműködésben (van Dyk et al., 1994). Az oxilipineknek fontos szerepük van az aszkospórák kiszabadulásában, valamint az aszkuszból való kiszabadulás után az aszkospórák aggregációjában (Kock et al., 1999). Kock és mtsi. (2004) az Eremothecium ashbyi aszkospóráinak nano-méretű uszonyszerű képződményein, valamint a Dipodascopsis uninucleata spóráinak horogszerű képletein mutatták ki a 3-hidroxi oxilipinekkel való borítottságot. Az Eremothecium sinecaudum aszkospóráin szintén találhatóak oxilipinekkel borított nano-méretű felszíni képződmények. A hagyományos aszkospóra festés szerint ezek a részek hidrofóbok (Bareetseng et al., 2004). Ettől eltérően az Eremothecium coryli aszkospóráinak a teljes felszínét 3-hidroxi oxilipin borítja (Leeuw et al., 2005).


A 3-hidroxi oxilipinnel borított felszíni képződmények keletkezése azonban nem korlátozódik az aszkospórákra. Oxilipinek, mint pl. a prosztaglandinok jelenlétéről tudósítottak a patogén Candida albicans élesztőben is (Harris et al., 2002). Az aszpirin már több mint egy évszázada ismert NSAID (non-steroidal anti-inflammatory drug), jelentős antifungális aktivitással. Alem és Douglas (2004) kimutatták, hogy az aszpirin a Candida biofilm képződését 95 %-ig gátolta az oxilipin termelés gátlása révén. Az aszpirin jelenléte az élesztősejtek adhéziós periódusában csak minimális hatással rendelkezett a biofilm kialakulására, viszont az érett biofilmre jelentős hatással rendelkezett, már a gyógyszer fiziológiás koncentrációja (75-200 μM) is 20-80 %-kal csökkentette a biofilm aktivitását. A planktonikus sejtek életképességét drasztikusan csökkentette (1 %-ra), de az általában ellenálló a szilárd felületen kialakuló biofilmben található sejtek életképességét is jelentősen redukálta (1,9 %). Mindenesetre az aszpirin biofilm gátló hatása nem egyedül az antifungális hatásnak köszönhető. 

A Saccharomyces cerevisiae egyes törzsei (köztük a fermentációs eljárásokban alkalmazottak is) rövid szénláncú (főleg 8 szénatomos) oxilipineket termelnek. A nem-ivarosan flokkuláló Saccharomyces cerevisiae szintén tartalmaz 3-OH 8:0 és 3-OH 10:0 oxilipineket a sejtfelszínen, amelyek kapcsolatba hozhatóak bizonyos „ragadós” képződményekkel, amelyek szerepet játszanak a flokkulációban. Ha acetilszalicilsavat (aszpirint) adagoltak a S. cerevisiae tenyészetéhez, nemcsak a flokkuláció gátlódott szignifikánsan, hanem a 3-hidroxi 8:0 termelése is. Ezen eredmények egyértelmű összefüggést mutatnak a 3-OH 8:0 oxilipinek jelenléte és a sejtek flokkulációja között (Strauss et al., 2005). Kock és mtsi. (2000) a flokkulens élesztőben az oxilipin eloszlást 3-hidroxi oxilipin-specifikus antitestekkel vizsgálták. A vizsgálat szerint az oxilipinek a növekedés korai fázisától kezdve folyamatosan szintetizálódnak, és a sejtfallal vannak kapcsolatban. Az idősebb sejtben egy ozmofil réteg jelenik meg a sejtfallal erősen társulva és kismértékben átfedve. A flokkuláció kezdetekor ez a réteg elkülönül, míg kitüremkedések keletkeznek, amelyek a sejtfalon keresztülhatolnak. Érdekesség, hogy az ozmofil réteg „szellemszerűen” hatol át a sejtfalon, látható sejtfal szerkezet változás nélkül. Hasonló kitüremkedések figyelhetőek meg egyes „érett” flokkulens sejtek felszínén, valamint a flokkuláló sejtek között is. Az oxilipinek mennyiségének növekedése egybeesett a Straver és mtsi. (1993) által megfigyelt sejtfelszíni hidrofóbicitás növekedéssel a flokkuláció során. További vizsgálatok kimutatták, hogy a sejtfalhoz kapcsolódó oxilipinek nemcsak a flokkulens Saccharomyces cerevisiae sejtekben, hanem más S. cerevisiae törzsekben is jelen vannak (Kock et al., 2000).


2.10.3. A sejtfelszíni hidrofóbicitás és mérésének lehetőségei


Az irodalomban számos módszer található a hidrofóbicitás meghatározására. Azonban egyik módszer sem kizárólagosan a sejtfelszín hidrofóbicitását írja le, ugyanis az alkalmazott kísérleti paraméterek is nagymértékben befolyásolják a megfigyelt hidrofób kölcsönhatást, valamint egyéb nem hidrofób hatások is zavarhatnak (Rosenberg et al., 1980).


Általánosságban azonban elmondható, hogy a hidrofil sejtek hidrofil, míg hidrofób sejtek a hidrofób szubsztrátumokhoz kötődnek jobban. Ha azonban a szubsztrátum és a sejtfelszín töltése azonos, akkor a taszító elektrosztatikus kölcsönhatások hátrányosan befolyásolják a kötődést.


Széleskörűen tanulmányozták a flokkuláló sejtek hidrofóbicitását. A flokkuláció sejtfelszíni fehérjék által létrehozott aggregáció. A S. cerevisiae-nél háromféle flokkulens típust írtak le, figyelembe véve a cukrok által okozott reverzibilis gátlást (Stratford és Assinder, 1991; Masy et al., 1992). A különböző flokkulens sejtek mind hidrofóboknak bizonyultak, csak a hidrofóbicitás mértékében különböztek. A flokkuláció azonban megfigyelhető volt CSH hiányában is (Suzzi et al., 1994). A flokkuláció erősen függött a flokkulációs puffer pH értékétől, a hidrofóbicitást a méréshez használt puffer pH értéke azonban nem befolyásolja szignifikánsan (pH 2-10 intervallumban) (Smit et al., 1992). Annak ellenére, hogy flokkuláció egyes szénhidrátok jelenlétére érzékeny, a monoszacharidok (1000mM-os koncentrációig) nem befolyásolják a sejtfelszín hidrofóbicitását, illetve EDTA (25 mM) adagolása sem (amely szintén gátolja a flokkulációt a Ca2+ megkötése által). A flokkulens élesztősejtek proteolítikus enzimekkel való kezelése azonban erős csökkenést eredményezett a hidrofóbicitásban (Suzzi et al., 1994). Az enzimekkel való kezelés a flokkulációs képességet is megszünteti, igaz nem minden esetben (Smit et al., 1992). Ez azt a feltevést igazolja, hogy a hidrofóbicitást ugyan a sejtfelszínen lévő fehérje természetű anyagok okozzák, azonban ezek valószínűleg különböznek a sejt-sejt kapcsolatot kialakító fehérjéktől. Szaporodás során az flokkulens sejtek hidrofóbicitása az exponenciális fázis végénél gyorsan növekedik. Ez az emelkedés a hidrofóbicitásban röviddel megelőzi azt a pillanatot, amikor a sejtek szaporodása leáll és flokkulensé válnak (Smit et al., 1992)

Számos, a természetben előforduló mikroorganizmus képes a fermentációs médium levegő-víz határfelületen habot vagy filmet képezni. A habzást okozó élesztők sejtfelszíne erősen hidrofób. A habzást okozó élesztők azonban egyes szempontból eltérően viselkednek a flokkuláló élesztőktől, ugyanis pl. a habzást okozó élesztők esetében az EDTA a hidrofóbicitást erősen csökkenti, valamint proteázzal való kezelés nemcsak megszünteti a hidrofóbicitást, de a sejtek minden esetben elvesztik habzási képességüket is. A habzást okozó élesztők esetében a szaporodás során a hidrofóbicitás mértéke nem emelkedik, hanem pont ellenkezőleg, kismértékű csökkenést mutat (Romano et al., 1994).


A flor élesztők sejtfelszínének hidrofóbicitását Iimura és mtsi. (1980b) tanulmányozták kiterjedten. Az etanol a hidrofóbicitás jelentős növekedését eredményezi. Minél nagyobb az etanol koncentráció, annál nagyobb a CSH. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az etanol kedvez a hártyaképzésnek a CSH emelése által, bár a hidrofóbicitást a sejtek kora is befolyásolja. A stacioner sejtek hidrofóbicitása nagyobb, mint a logaritmikus fázisban lévő sejteké. Érdekesség, hogy etanolt tartalmazó környezetben a sejtek nem mutatják ezt a különbséget. A pH emelésével a hártyaképzés csökken és a hidrofóbicitás mértéke csökken, míg a lesüllyedő sejtek mennyisége nő. A nagy hidrofób érték szükségesnek tűnik a film-képzéshez, habár a CSH nem az egyedüli meghatározó a film-képzésnél, ugyanis kimutatták, hogy a légzésdeficiens mutánsok, amelyek nem képesek hártyát képezni, megtartják a magas CSH értéket (Alexandre et al., 1998).


A hidrofóbicitás leírására legelterjedtebben a szénhidrogénekhez való adhézió mérését alkalmazzák. Az adhézió esetében, ugyanúgy, mint az aggregáció során bonyolult van der Waals erők, elektrosztatikus kölcsönhatások, valamint a sejtfelszín struktúrája is befolyásolhatja a hidrofóbicitás mértékét (pl. a hexadekán cseppek vizes szuszpenzióban erősen negatív töltésűek). Így a MATH módszer nemcsak a sejtfelszín hidrofób jellegét jellemzi, hanem részben a sejtfelszín töltési tulajdonságait is. A sejtek különböző pH értékű pufferben való szuszpendálásával meg lehet változtatni a sejtfelszíni csoportok protonálódásának mértékét, amivel befolyásolható a sejtfelszínen lévő elektrosztatikus kölcsönhatások nagysága (van der Mei et al., 1993).

Az elektrosztatikus és van der Waals kölcsönhatások mellett a Lewis sav-bázis kölcsönhatások szerepe is jelentős. A sav-bázis tulajdonság meghatározható a „contact angle” módszerrel, van Oss és mtsi. (1988) által kifejlesztett egyenlet alapján, viszont bonyolult berendezést igényel. Ezért kidolgoztak a MATH módszeren alapuló egyszerű, gyors és kvantitatív MATS módszert. A MATS módszer lehetővé teszi a mikrobák elektron donor/elektron akceptor (sav-bázis) tulajdonságainak a meghatározását és lehetőséget nyújt a vizes rendszerben lévő szilárd felületekhez való adhézió becslésére. A módszer a mikroba sejt monopoláris és apoláris oldószerekhez való affinitás összehasonlításán alapul. A monopoláris oldószer lehet savas (elektron akceptor) vagy bázikus (elektron donor), de mindkét oldószernek azonos Lifshitz-van der Waals felületi tenzióval kell rendelkeznie.


A MATS mérés esetén nagy elektrolit koncentrációkat alkalmaznak (pl. 0,1M KNO3 vagy 0,15M NaCl), hogy a sejttöltés maszkírozásával elkerüljék a töltés zavaró hatását (Briandet et al., 1999; Mercier-Bonin et al., 2004).


A MATS mérés során egyedül az apoláris oldószerhez (hexadekánhoz, dekánhoz) való adhézió jellemzi a sejtfelszíni hidrofóbicitást vagy hidrofilitást, mivel a nagy elektrolit koncentráció miatt nincsenek elektrosztatikus kölcsönhatások. A további MATS értékek (monopoláris oldószerek) a mikrobasejtek elektron donor (bázikus), illetve elektron akceptor (savas) tulajdonságáról adnak információt. Továbbá az oldószerek azonos felületi tenziójának köszönhetően az oldószerpárok esetében kapott eredmények közötti különbségek a mikroba sejtfelületeken jelenlévő Lewis sav-bázis kölcsönhatásokra utalnak (Bellon-Fontaine et al., 1996; Pelletier et al., 1997).


A legtöbb mikroba sejtfelszíne elektron-donor, csak néha lehet elektron-akceptor sejtfelszínt találni. Az uralkodó jellegű elektron-donor karakter következményeként szinte minden mikroba sejtfelszín képes részt venni sav-bázis kölcsönhatásokban. A sejtfelszínek sav-bázis tulajdonságának különbségei képezik az eltéréseket a törzsek sejtfelszíni hidrofóbicitásában (van der Mei et al., 1998).

2.11. Borélesztők identifikálása és tipizálása molekuláris módszerekkel


A molekuláris módszereknek egyre nagyobb jelentőségük van az élesztők azonosításában és karakterizálásában a hagyományos, fenotípusos tulajdonságokon alapuló módszerekhez képest. A molekuláris módszerek a DNS polimorfizmusán alapulnak és faj, illetve törzs szintű elkülönítést tesznek lehetővé az iparban is gyakran alkalmazott mikroorganizmusok között.


2.11.1. Kariotipizálás

A pulzáló gélelektroforézissel meghatározható kromoszóma számot és méretet széles körben alkalmazzák a borászati törzsek azonosítására (Bidenne et al., 1992; Martinez et al., 1995). Az ipari törzsek sokszor nagymértékű kromoszóma hosszúság polimorfizmust mutatnak. A borélesztők is változatos elektroforetikus kariotípussal rendelkeznek (Yamamoto et al., 1991; Vezinhet et al., 1990).


A kariotípus a flor élesztők esetében kevésbé polimorf (Esteve-Zarzoso et al., 2004). A flor 
S. cerevisiae élesztők specifikus mintázatot mutatnak kis eltérésekkel (extra kromoszómák, vagy kisebb méretbeli különbségek). A kismértékű eltérések és a fiziológiai változatok között nem lehet összefüggést kimutatni. Szinte az összes flor élesztő esetében a X., az V., a VIII., a III., a VI. és az I. kromoszóma kisebb, míg a XI. nagyobb a laboratóriumi törzsekhez képest. Ezt a mintázatot „flor standard”-nak nevezték el (Martinez et al., 1995). Az elektroforetikus kariotípus jó módszernek tűnik a flor törzsek elkülönítésére, azonban a módszer drága és időigényes (Maráz et al., 1999).


A borélesztők és a flor élesztők között a CLP-ben tapasztalt eltérés a borkészítés során fellépő, eltérő szelekciós nyomásnak tulajdonítható – mint pl. a nagyobb etanol tartalom (15 %) és az oxidatív metabolizmus. Számos tudósítás beszámol az etanol és az acetaldehid mutagén hatásáról az élesztő kromoszómális DNS-re (Ristow et al., 1995). Az etanol másodlagos hatásaként kromoszómavesztés léphet fel az etanol membrán oldó tulajdonsága miatt. Ez magyarázat lehet a borélesztők esetében nagy gyakorisággal tapasztalt aneuploidiának (Martinez et al., 1995; Guijo et al., 1997).

2.11.2. A riboszómális-DNS szekvencia analízisén alapuló módszerek


A mikroorganizmusok azonosítására elterjedten alkalmazzák a génspecifikus szekvenciák PCR-rel történő amplifikálását. A riboszómális RNS megbízható filogenetikai marker; minden sejtes organizmusban jelen vannak, mindenhol ugyanazt a funkciót látják el és a nukleotid szekvenciájuk erősen konzervált. A gombákra jellemző rDNS (5. ábra) erősen konzervált régióinak (5.8S, 18S és 26S) analízisével hatékonyan elkülöníthetők a távolabbi kapcsolatban lévő taxonok, míg a nagyobb különbségeket mutató régiók (nemkódoló ITS és IGS régiók) lehetővé teszik a genotipikailag közelebbi rokonságban álló fajok elkülönítését (Kurtzman és Robnett, 1991). A riboszómális gének RFLP mintázatán alapuló módszer hasznosnak bizonyult a Saccharomyces sensu stricto fajok elkülönítésében is (Valente et al., 1996; Fernandez-Espinar et al., 2000).
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5. ábra: A gomba rDNS szerkezete és a gyakran alkalmazott primerek kötődési helyei (Sogin, 1990)

Az élesztők 5.8-ITS régiója (5.8S riboszómális DNS, valamint az ITS1 és ITS2 szakaszok) nagyobb interspecifikus különbségeket mutat (Esteve-Zarzoso et al., 1999), mint a 18S és 26S rDNS (Kurtzman, 1992, 1993; Kurtzman és Robnett, 1998), amely így közeli rokonságban álló fajokat is elkülönít.


A flor élesztők 5.8-ITS régióinak restrikciós mintázata eltér a S. cerevisiae tipikus mintázatától. Szekvencia elemzés alapján a különbség az ITS1 régióban a 131-es és a 154-es nukleotidok között jelenlévő 24 bp-os deléciónak tulajdonítható (Fernandez-Espinar et al., 2000). Ezt a különbséget Esteve-Zarzoso és mtsi. (2001, 2004) is leírták a sherry borok biológiai érlelése alatti populáció dinamikát tanulmányozva. A deléció a flor S. cerevisiae mind a négy változatában (beticus, cheresiensis, montuliensis és rouxii) jelen volt (Esteve-Zarzoso et al., 2004).


A Saccharomyces cerevisiae ITS1 régiójának másodlagos szerkezeti modellje alapján a flor élesztőkben a deléciós ITS1 régió nem felel meg a stabil hajtűkanyar szerkezetnek (Yeh és Lee, 1991). Azonban a határoló direkt 8 nukleotidos ismétlődések (egy a deléciós régión belül, egy pedig azon kívül) azt sugallják, hogy a 24 bp-os deléció a replikáció során fellépő szálcsúszást követő hibás bázispárosodás vagy egy crossing-over eredményeképpen keletkezhetett.


2.11.3. Mitokondriális-DNS analízis


A hártyaképző élesztőknél különösen lényeges a mitokondrium, ugyanis rendelkezniük kell az összes, oxidatív metabolizmushoz szükséges enzim rendszerrel, amely megkülönbözteti ezen élesztőket a fermentációt lebonyolító élesztőktől (Mesa et al., 1999).


A mitokondriális DNS restrikciós analízise gyors és egyszerű módszer a Saccharomyces élesztők jellemzésére, amellyel a bor fermentációja nyomon követhető (Ibeas és Jimenez, 1997c). 


A S. cerevisiae flor élesztőkre nagyfokú mtDNS polimorfizmus jellemző (Martinez et al., 1995; Mesa et al., 2000; Esteve-Zarzoso et al., 2001). A polimorfizmus a restrikciós fragmentumok számában és méretében is jelen van (Martinez et al., 1995), az egyes flor S. cerevisiae változatok esetében azonban nem lehet specifikus mintázatot megállapítani (Fernandez-Espinar et al., 2000).


A nagymértékű mtDNS polimorfizmus feltételezhetően a nagy etanol tartalmú környezet mutagén hatásának tulajdonítható, ugyanis a mitokondriális genom felelős a nagy etanol koncentrációk esetében a túlélésért (Jimenez és Benitez, 1988). Mivel a sherry borokban a flor élesztők oxidatív metabolizmust folytatnak, feltételezték, hogy az etanol jelentős mtDNS mutációt okoz (Martinez et al., 1995). Ibeas és Jimenez (1997c) arról tudósítottak, hogy a flor élesztőkben az etanol mutagenitásának a mechanizmusa inkább a mtDNS elvesztése, mintsem a mtDNS szekvenciájában bekövetkező változás, ugyanis az etanol hatására indukálódott petite mutánsok esetében a mtDNS teljes hiánya volt megfigyelhető. Ezt a feltevést alátámasztja, hogy az etanol egy aktív membrán-dezorganizáló oldószer.


Ristow és mtsi. (1995) már korábban kimutatták, hogy az etanol a mutagén hatását a metabolitján, az acetaldehiden keresztül fejti ki. Az acetaldehid erősebb mutagén hatással rendelkezik, mint az etanol. A mtDNS szekvencia változása az acetaldehid és az etanol indirekt hatása lehet, amely a DNS-ben töréseket okoz, mind nukleáris, mind mitokondriális szinten. A DNS javítása során, a mtDNS polimeráz – amelyik nem rendelkezik javító („proof-reading”) képességgel – változásokat hagy a DNS-en, amit az RFLP mintázat kimutat, a nukleáris DNS azonban teljesen kijavítódik. Így a mitokondriális genom sokkal nagyobb mutációs gyakoriságot mutat, mint a kromoszómális gének (Castrejón et al., 2002).


2.11.4. Molekuláris tipizálás


Az élesztők faji azonosítása mellett egyre nagyobb hangsúlyt fektetnek az eltérő törzsek meghatározására is. Nem minden S. cerevisiae törzs alkalmas például a fermentációs folyamat irányításához, továbbá a különböző törzsek eltérő illat- és aromaanyagokat termelhetnek, ami hozzájárul a bor végső érzékszervi tulajdonságaihoz (Henschke, 1997).


A RAPD analízist széles körben alkalmazzák a mikrobiális törzsek faj szinten belüli karakterizálásához a különböző biodiverzitási, ökológiai és epidemiológiai tanulmányokban. A Williams és mtsi. (1990) által kifejlesztett módszerrel tetszőleges DNS szakaszok amplifikálhatóak véletlenszerűen, egyetlen rövid primer felhasználásával, amelynek eredményeképpen specifikus mintázatot adó PCR termékek keletkeznek. A módszer egy olyan egyszerű és költségtakarékos molekuláris módszer, amely a törzsek közötti szekvencia különbségeket kimutatja. A RAPD a kódoló és a nem-kódoló régiókat egyaránt felszaporítja random módon, aminek eredményeként a megjelenő PCR termékek eredete lehet mind a lassan mutálódó, feltételezhetően szelektív nyomás alatt álló konzervált gének, mind a gyorsabban változó nem-kódoló, genetikai sodródásnak kitett szekvenciák (Corte et al., 2005). A RAPD az amplikonok olyan kombinációját eredményezi, ami lehetővé teszi a fajon belüli törzsek, mint például a S. cerevisiae törzsei elkülönítését (Baleiras Couto et al., 1996; van der Westhuizen et al., 1999; Andrighetto et al., 2000).

A mikroszatellitek (SSR) rövid, általában 10 bp-nál rövidebb DNS motívumokat tartalmaznak közvetlen tandem ismétlődésekben. Ezek az ismétlődő szekvenciák a magasabbrendű élőlények DNS-ének olyan fő komponensei, amelyek hossza hipervariábilis a DNS replikáció során fellépő hibák (szálcsúszás) miatt (Gonzalez Techera et al., 2001). Field és Wills (1998) többek között a 
S. cerevisiae genomját vizsgálták tandem ismétlődések után kutatva és javasolták a háromnukleotidos ismétlődések élesztők genotipizálására való alkalmazását. Howel és mtsi. (2004) sikeresen alkalmazták a módszert a borerjedés során a populáció dinamika tanulmányozására. A mikroszatellit PCR reprodukálhatósága jobb, mint a RAPD-PCR esetében, ugyanis a specifikus primerek alkalmazása nagyobb annealing hőmérsékletet tesz lehetővé, sőt az SSR eredménye allél hosszként is kifejezhető (Gonzalez Techera et al., 2001).

A kutatások során olyan génekre terelődött a figyelem, amelyek ún. miniszatellit-szerű szekvenciákkal rendelkeznek. A miniszatellitek 10-100 bp hosszúságú motívumokat tartalmaznak tandem ismétlődésekben, amelyek rekombinációs forró pontok, ezáltal hossz polimorfizmust okozhatnak. Ezen génekre specifikus primer-párok alkalmazásával (PCR-RFLP) a különböző törzsek között egyértelmű elkülönítés valósítható meg. A módszer más molekuláris markerek alternatívájaként, vagy kiegészítőjeként alkalmazható lehet (Marinangeli et al., 2004a).

Már korábban megfigyelték, hogy a S. cerevisiae egyes sejtfalfehérjét kódoló génjeinek (SED1, AGA1, DAN4, HSP150) hossza nagymértékben polimorf. A SED1 gén általános szerkezete nemzetségen belül konzervált, azonban a borélesztők SED1 génje nagymértékű hossz és szekvencia polimorfizmust mutat (Marinangeli et al., 2004b). PCR segítségével a szőlő mustból származó 
S. cerevisiae törzsek esetében 13 SED1 profilt állapítottak meg, amely 7 SED1 hosszvariáns különböző kombinációja révén jött létre. Az egyes SED1 hossz variánsok szekvencia analízise kimutatta, hogy ezek a SED1 gén különböző alléljai. A SED1 gén olyan a Saccharomyces cerevisiae stacioner fázisú sejtjeiben nagy mennyiségben jelenlévő sejtfal glikoprotein, amely két tandem ismétlődést tartalmaz a nukleotid szekvencia két különböző részén. A Sed1p gazdag szeroninban és treoninban, rendelkezik N- és C-terminális hidrofób domainnel, számos glikozilációs hellyel, valamint tartalmaz egy szignál szekvenciát a GPI-kapocs számára a 
C-terminális részen. Shimoi és mtsi. (1998) kimutatása alapján a Sed1p nem esszenciális a normális növekedéshez. Figyelembe véve, hogy a Sed1p a stacioner sejtekben van jelen, abban a fázisban, ahol a S. cerevisiae az alkoholos fermentációt végzi, feltételezhető, hogy a SED1 allélok különbözősége a borélesztők adaptációs mechanizmusa a számos környezeti stressztényezőre, amely a must fermentációja során áll fenn (Mannazzu et al., 2002).


2.11.5. DNS homológia vizsgálatok


A homológia két DNS molekula bázissorrendje közti általános hasonlóság értékelésére szolgál, a nukleotid-szekvencia tényleges ismerete nélkül. A melegítéssel szétválasztott egyszálú DNS-ek hibridizációjának mértéke alkalmas a két szervezet DNS-e közti szekvencia-homológia számszerű kifejezésére. A homológia vizsgálatok az eukarióta sejteknél vagy a teljes genomból származó DNS-sel történnek (Deák, 2006), vagy pedig a PCR-rel felszaporított gének közti homológiát vizsgálják.


A heteroduplex analízis a rövid DNS szekvenciák közötti kis különbségek kimutatására alkalmas, amelyet eredetileg vírusok tanulmányozására fejlesztettek ki (Delwart et al., 1995). A HA analízis során a referencia DNS-t (általában PCR termék) ismeretlen szekvenciájú, hasonlóan rövid mintával keverik, majd a duplaszálú DNS hővel történő denaturálását követően, a hűtés folyamán a homológ egyszálú DNS szakaszok hibridizálódnak. A teljesen azonos nukleotid szekvenciák a hűtés folyamán homoduplex, a kisebb eltéréseket mutató szekvenciák pedig heteroduplex molekulákat eredményeznek. A heteroduplex molekulák konformációja a homoduplex molekulához képest torzulást mutat, amely poliakrilamid gélen kimutatható a heteroduplex molekulák lassabb vándorlása miatt (Zoller és Redila-Flores, Bio-Rad Laboratories). Olicio és mtsi. (1999) klinikai jelentőségű Candida fajok elkülöníthetőségéről tudósítottak az élesztők nagyfokú homológiát mutató 17S rDNS szekvencia HA analízisének segítségével. Ramos és mtsi. (2001) sikeresen alkalmazták a 26S rDNS D1/D2 régiójának heteroduplex analízisét a Saccharomyces sensu stricto csoport tagjainak elkülönítésére. Vizsgálatuk alapján az élesztők D1/D2 régiójának HA analízisével már a 2 % nukleotid eltérést mutató szekvenciák is megkülönböztethetőek.

3. CÉLKITŰZÉSEK


Munkám során a Tokaji szamorodni érlelése során kialakuló hártyában jelenlévő hártyaképző borélesztők fiziológiai, biokémiai és molekuláris biológiai jellemzését, valamint sherry és sherry-típusú borok hártyaképző élesztőivel való összehasonlítását tűztem ki fő kutatási célként.

A kitűzött célok elérésében a következő lépéseket terveztem:


1. A Tokaji szamorodni érlelésében dominánsan részt vevő hártyaképző élesztők izolálása


2. A Tokaji szamorodni hártyaképző, a Sherry flor és a nem hártyaképző borélesztők összehasonlítása molekuláris szinten:


a/ a hártyaképző törzsek rDNS-ének analízise RFLP, illetve heteroduplex módszerek segítségével


b/ a hártyaképző törzsek tipizálása és összehasonlítása RAPD módszer segítségével


3. A hártyaképző borélesztők szaporodását és hártyaképzését befolyásoló környezeti tényezők jellemzése, az optimális értékek meghatározása:


a/ a glükóz koncentráció hatásának tanulmányozása száraz és édes szamorodniból izolált törzsek esetében


b/ az etanol koncentráció hatásának a tanulmányozása


c/ a pH hatásának tanulmányozása


4. A hártyaképző borélesztők sejtfal szerkezetének és funkciójának tanulmányozása:


a/ adhezív növekedés és álhifa képzés vizsgálata


b/ a borélesztők sejtfelszíni hidrofóbicitásának vizsgálata:


· a pH hatásának tanulmányozása


· a szaporodási fázis hatásának vizsgálata


· a fehérjebontó enzimek hatásának meghatározása


· az élesztősejtek elektron donor/elektron akceptor jellegének vizsgálata


c/ a hártyaképző borélesztők sejtfelszíni fehérjéinek vizsgálata és összehasonlítása nem-hártyaképző borélesztők sejtfal fehérjéivel


· sejtfal fehérjék izolálása és elválasztása gélelektroforézissel 


· sejtfal fehérjék azonosítása immunblottolással


· potenciális sejtfal fehérje gének összehasonlítása hártyaképző és nem-hártyaképző törzsek azonosított sejtfal fehérjéi esetében


4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK


4.1. Alkalmazott törzsek

2. táblázat: Alkalmazott törzsek

		Kód                                        Típus                                       Földrajzi eredet                     Származás





Laboratóriumi törzsek


Saccharomyces cerevisiae


CBS 1171


típustörzs






CBS1

S288c


genomiális adatbankban analizált




SzTE2

SEY 6210


S288c-ből ered






ZE, BT3

K1, K2, K28, KTA

killer törzsek






BCE, MBT4

S6



killer-szuperérzékeny törzs




BCE, MBT

YHUM 272


invazív növekedésű törzs





SE5

Saccharomyces bayanus


CBS 380


típustörzs






CBS


Saccharomyces cerevisiae borélesztő törzsek


PM 322


botritiszes borból izolálva

Tokaj régió


BCE, MBT


Badacsony1


borból izolálva


Badacsony régió


SzBKI6

34/1.03


botritiszes borból izolálva (1999)
Tokaj régió


BCE, MBT


I/0/A; I/0/B; I/3/10; I/4/3;
botritiszes borból izolálva (2002)
Tokaj régió


BCE, MBT


I/4/12; I/5/A; I/8/D; I/10/D;


I/10/3; I/11/A; II/0/7; II/4/6; 

II/5/1; IV/8/z2

Saccharomyces cerevisiae hártyaképző borélesztő törzsek


B1



sherry bor


Spanyolország (Jerez)

BCE, BT7

B3



sherry bor


Moldávia


KTM8

B8



kereskedelmi sherry törzs

USA (Kalifornia)


BCE, BT

B4, B5


száraz szamorodni bor

Tokaj régió


SzBKI

B16



száraz szamorodni bor (1988)
Tokaj régió (Tolcsva)

BCE, BT


B22



száraz szamorodni bor (1995)
Tokaj régió (Bodrogkeresztúr)
BCE, BT


TD 01.1, TD 01.2

száraz szamorodni bor (2000)
Tokaj régió (Disznókő)

BCE, BT


TD 03; TD 04; TD 05

édes szamorodni bor (2000)
Tokaj régió (Disznókő)

BCE, BT

1: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia


2: Szegedi Tudomány Egyetem Törzsgyűjteménye, Magyarország


3: Zágrábi Egyetem, Biokémia Tanszék, Horvátország


4: Budapesti Corvinus Egyetem, Mikrobiológia és Biotechnológia Tanszék, Magyarország


5: Stellenbosch Egyetem, Dél-Afrika

6: Szőlészeti és Borászati Kutatóintézet, Kecskemét


7: Budapesti Corvinus Egyetem, Borászati Tanszék, Magyarország


8: Kisinevi törzsgyűjtemény, Moldávia

Előzetes vizsgálatok alapján elkülönülő, de csoporton belül azonos RAPD mintázatot adó Saccharomyces cerevisiae törzsek:


· I/0/A, I/0/B, I/11/A és II/0/7


· I/4/3 és I/4/12


· I/5/A, I/8/D és I/10/D


· II/4/6 és II/5/1


Killer tulajdonsággal rendelkező borélesztő törzsek:




I/4/12, I/11/A, II/0/7, II/5/1, IV/8/z2


4.2. Táptalajok, táplevesek


Komplett tápközeg [YEPD]

Pepton




5 g/l


Élesztőkivonat


5 g/l


Glükóz




10 g/l


Agar (szilárd táptalaj esetén)

20 g/l


Szénforrás mentes komplett tápközeg [YEP]: azonos a YEPD-del, glükóz nélkül

Hártyaképző tápleves [YEP(D)]

Pepton




5 g/l


Élesztőkivonat


5 g/l


Glükóz




5 g/l


Etanol (sterilezés után adagolva)
60 g/l



pH 3,3-as értékre beállítva HCl-val


Tápleves erjesztési próbához



Pepton




10 g/l



Élesztőkivonat


10 g/l



Húskivonat



2 g/l



Vizsgálni kívánt szénhidrát

20 g/l


Metilénkékes táptalaj (killer aktivitás vizsgálathoz)

Táptalaj :

Pepton


10 g/l

Élesztőkivonat
5 g/l

Glükóz


10 g/l


Agar


20 g/l


Desztillált víz

0,5 l-re kiegészítve


pH 4-es puffer rész::
0,1 M citromsav
30,7 ml




0,2 M Na2HPO4
19,3 ml




Desztillált víz

0,5 l-re kiegészítve


Metilénkék oldat:



1ml/l (3 g metilénkéket 10 ml etanolban oldva, majd


 desztillált vízzel 100ml-re kiegészítve)


A komponensek külön sterilezendők, majd sterilezés után 50 °C-on összemérendők.


Minimál tápközeg [MM]

(NH4)2SO4



5 g/l

KH2PO4



1 g/l


MgSO4*7H2O



0,5 g/l

Glükóz




10 g/l


Agar (szilárd táptalaj esetén)

20 g/l


Wickerham-féle vitaminkeverék
1 ml/l




Összetétel:
0,2 mg folsav






0,2 mg biotin






40 mg Ca-pantotenát






200 mg inozitol






40 mg nikotinsav






20 mg p-aminobenzoesav






40 mg piridoxin*HCl






40 mg tiamin*HCl






20 mg riboflavin






100 ml desztillált vízben oldva


Szénforrás mentes minimál tápközeg [MM-C]: azonos a MM-lal, glükóz nélkül


Na-acetátos spóráztató táptalaj


Pepton




2,5 g/l



Na-acetát



5 g/l



NaCl




0,62 g/l



Glükóz




0,62 g/l



Agar




20 g/l



Kloramfenikol



0,1 g/l

Ozmotikusan stabilizált komplett táptalaj [O-RM]


Pepton




20 g/l


Élesztőkivonat


10 g/l


Glükóz




20 g/l


CaCl2




0,6 M


Agar




20 g/l


Komplett tápleves fehérje izoláláshoz [RM]

Pepton




20 g/l


Élesztőkivonat


10 g/l


Glükóz




20 g/l


4.3. Oldatok

4.3.1. DNS munkákhoz alkalmazott oldatok

Sejtfeltáró puffer


NaCl




100 mM



Tris-HCl pH 8



10 mM



EDTA




1 mM



Felhasználás előtt hozzáadva:
1 % SDS









2 % Triton X-100


PCIA keverék

Pufferolt fenol:kloroform:izoamilalkohol 25:24:1 arányú keveréke

TE puffer



Tris-HCl pH 8



10 mM



EDTA




1 mM

TBE puffer (10x)


Tris-base



108 g/l



Bórsav




54 g/l



0,5 M EDTA pH 8


10 ml

Annealing puffer (10x) (Delwart et al., 1995)


NaCl




1 M



Tris pH 7,8



100 mM



EDTA




20 mM


Felvivő festék(1) PCR termék gélelektroforéziséhez


Szacharóz



5 g



EDTA




50 mM


Brómfenolkék



10 mg



10 %-os SDS



10 μl



Desztillált víz



10 ml-re feltöltve


Felvivő festék(2) heteroduplex vizsgálathoz



Brómfenolkék



5 mg


Xylene cyanol



5 mg


Glicerin



7 ml 



Desztillált víz



10 ml-re feltöltve

4.3.2. Sejtfalfehérje vizsgálathoz alkalmazott oldatok

50 mM-os K-foszfát puffer (pH 8)


K2HPO4



16,512 g/l



KH2PO4



0,708 g/l

TM puffer (pH 7,5)


Tris-base



6 g/l



MgCl




10 g/l



(pH beállítása HCl-val)

Laemmli puffer (5x)


Tris-base



0,75 g (pH beállítása 6,8-ra HCl-val)



EDTA-Na



95 mg



SDS




2,5 g



Bróm-fenolkék


1,25 mg



β-merkaptoetanol


6,25 ml



Glicerin



10 ml (csak elektroforézis puffer esetében)



Desztillált víz



25 ml-re feltöltve


Fehérje elektroforézis puffer (10x)


Tris-base



30 g/l



Glicin




144 g/l



SDS




10 g/l


Blotting puffer


NaHCO3



1 g/l



Na2CO3



0,33 g/l



Metanol



200 ml

Membránmosó puffer pH 7,5


Tris-base



6 g/l



NaCl




8,8 g/l



(pH beállítása HCl-val)



Triton X-100



1 ml



BSA




20 g/l

PonceauS festékoldat


PonceauS



0,1 g



5 %-os HAc



100 ml


Tris-HCl puffer (pH 8,8)


Tris-base



136,4 g/l



SDS




3g/l



(pH beállítása HCl-val)


Tris-HCl puffer (pH 6,8)


Tris-base



16,8 g/l



SDS




1,1 g/l



(pH beállítása HCl-val)


30 %-os akrilamid keverék


Akrilamid



300 g/l



Biszakrilamid



8 g/l

4.4. Gélelektroforézishez alkalmazott gélek 


1,5 %-os agaróz gél


Agaróz




1,8 g



0,5x TBE puffer


120 ml



Etidium-bromid (10 mg/ml)

5,5 μl


Poliakrilamid gél (heteroduplex vizsgálathoz)


30 %-os akrilamid


16,7 ml



Glicerin



1 ml



Urea




6 g



10x TBE



10 ml



10 %-os APS



900 μl



TEMED



90 μl



Desztillált víz



100 ml-re feltöltve


Poliakrilamid gél (fehérje futtatáshoz)

Alsó gél (12 %-os):
Tris-HCl pH 8,8


2,5 ml





30 %-os akrilamid keverék

3 ml





Desztillált víz



2 ml





TEMED



5 μl





10 %-os ammónium-perszulfát
38 μl


Felső gél:

Tris-HCl pH 6,8


2,13 ml





30 %-os akrilamid keverék

0,3 ml





TEMED



5 μl





10 %-os ammónium-perszulfát
22,5 μl


4.5. Módszerek

4.5.1. Hártyaképző borélesztő törzsek izolálása


A bodrogkeresztúri Bene pincészetben különböző évjáratú, hordóban érlelt szamorodni borok felületén található élesztőhártyából 10 ml mintát vettem. Háromtagú, 10x-es hígítási sort készítettem, majd a hígítási sorokból 0,1 ml szuszpenziót 0,1 g/l kloramfenikolt tartalmazó YEPD táptalajra szélesztettem.


4.5.2. Killer tulajdonság vizsgálata

A hártyaképző borélesztő törzsek killer toxin termelésének vizsgálatához a Saccharomyces cerevisiae S6 killer szuperérzékeny törzs 107 sejt/ml-es szuszpenziójából 1 ml-t metilénkék táptalajon eloszlattam, majd a hártyaképző törzsekből 1 kacsnyi mennyiséget ráoltottam csíkban.


A hártyaképző borélesztő törzsek killer toxin érzékenységének vizsgálatához a hártyaképző törzsek 107 sejt/ml-es szuszpenziójából 1 ml-t metilénkék táptalajon eloszlattam, majd a K1, a K2, a K28 és a KTA killer-toxin termelő Saccharomyces cerevisiae törzsekből 1 kacsnyi mennyiséget ráoltottam csíkban.


A kísérleteket két párhuzamosban készítettem el. A kiértékelést vizuálisan, a kifejlődött telep körüli feltisztulási zóna megfigyelésével végeztem el.


4.5.3. Meiospórák izolálása


A TD04 törzs 107 sejt/ml-es szuszpenziójából 0,1 ml-t spóráztató táptalajra szélesztettem, hogy spórázást indukáljak. A spórázás megtörténtét mikroszkóposan ellenőriztem. A spórákat 3 mg/ml lysing enzimet tartalmazó desztillált vízben szuszpendáltam és 37 °C-on 60 percig inkubáltam. Négy spórát tartalmazó aszkuszokból a spórákat mikromanipulátorral (Carls Zeiss Jena) YEPD és O-RM táptalajon széthúztam, majd a spórákból képződött telepeket izoláltam.


4.5.4. Genomi DNS izolálása [Hoffman és Winston (1987) módosított módszere alapján]

A törzsek 24 órás tenyészetéből egy nagy kacsnyi sejtet 1 ml desztillált vízben felszuszpendáltam. A sejteket maximális fordulatszámmal (14000 rpm) kicentrifugáltam, majd a sejtekre 200 µl sejtfeltáró-puffert, 0,3 g üveggyöngyöt (0,4-0,6 mm átmérőjű) és 200 µl PCIA-keveréket mértem. Az egészet 3 percig vortexeltem, majd 200 µl TE-puffert mértem hozzá és röviden összevortexeltem, végezetül maximális fordulatszámon 5 percig centrifugáltam. A felső vizes fázist 1 ml 96 %-os etil-alkoholba pipettáztam és 10 percig -20 °C-on inkubáltam. A kicsapódott nukleinsavat maximális fordulatszámon 5 percig kicentrifugáltam, a pelletre 50 µl TE-puffert mértem, majd 3 μl 10 mg/ml-es RN-áz hozzáadása után 30 percig 60 °C-on inkubáltam. Az RNS mentesített DNS-t ismételten kicsaptam 1 ml 96 %-os etil-alkohollal, majd lecentrifugáltam. A DNS-t vákuumcentrifugában megszárítottam és 30 µl TE-pufferben visszaoldottam. Használatig -20 °C-on tároltam.

4.5.5. rDNS RFLP analízise


A faji identifikáláshoz az NS3-ITS4 primerpárral határolt rDNS szakaszt felszaporítottam PCR Sprint (Hybaid) készülékkel, majd a kapott PCR terméket az MspI, az RsaI, a HaeIII és az ScrFI restrikciós endonukleázokkal hasítottam.


Az rDNS ITS1 régiójának vizsgálatához az rDNS ITS1-ITS4 primerpárral határolt részét amplifikáltam, majd a PCR terméket a CfoI, a HaeIII és az ScrFI restrikciós endonukleázokkal hasítottam.

Az emésztéssel kapott fragmentumokat (11 μl) agaróz gélelektroforézissel választottam el 3 μl felvivő festék(1) hozzáadásával, 120 V-on 110 perces futtatással, 0,5x TBE-pufferben.


A PCR reakciókat 30 µl végtérfogatban végeztem, a következő összetétellel: 1x DNS-polimeráz puffer; 1,5 mM MgCl2; 0,16 mM az egyes dNTP-ékből (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 15 pM az egyes primerekből; 1U DNS-polimeráz (DyNAzyme, Finnzymes) és 2,5 µl genomi DNS.

Az alkalmazott primereket a 3. táblázat tartalmazza.

A PCR reakció paraméterei az rDNS felszaporításához:



Elődenaturáció: 95 °C, 5 perc



Amplifikáció (35 ciklus):
Denaturáció: 95 °C, 30 másodperc







Primer kötődés: 60 °C, 30 másodperc


Lánchosszabbítás: 72 °C, 1 perc



Végső lánchosszabbítás: 72 °C, 7 perc


A restrikciós emésztéseket 37 °C-on, 4 órán keresztül végeztem 11 µl végtérfogatban, a következő összetétellel:



8 µl enzim mix (1 µl puffer; 0,2 µl enzim; 7 µl desztillált víz elegyéből)


3 µl PCR termék

Az alkalmazott restrikciós enzimeket és jellemzőiket a 4. táblázat tartalmazza.

4.5.6. Heteroduplex analízis


A hártyaképző borélesztő törzsek rDNS polimorfizmusának megállapításához az rDNS ITS1-ITS2 (3. táblázat) primerpárral határolt részét szaporítottam fel a 4.4.5. fejezetben leírtak szerint. Egyedüli változtatásként a lánchosszabbítás idejét 30 másodpercre csökkentettem a PCR reakció során.


A homo- illetve heteroduplex előállításához a különböző törzsek PCR termékeiből 4,5-4,5 µl-nyit összekevertem, és 1 µl-nyi annealing puffer hozzáadása után a duplaszálú DNS fragmentumokat hővel denaturáltam, majd lassan renaturáltam PCR készülékben történt programozott hűtés segítségével.


A denaturáció és renaturáció paraméterei a heteroduplex analízishez Leoni és mtsi. (2003) módszere alapján kisebb módosítással:



Denaturáció: 94 °C, 5 perc



Lehűtés: 2 °C/30 másodperc 24 °C-ig

A kapott termékeket poliakrilamid gélen választottam el 3,5 μl felvivő festék(2) hozzáadásával, 
160 V-on 3 órás futtatással (DCode System), 1x-es TBE-pufferben Yao és mtsi. (2002) módszere alapján kisebb módosítással.

4.5.7. RAPD analízis


A hártyaképző borélesztő törzsek összehasonlítása céljából az amplifikálást random primerek és mikroszatellit primerek segítségével is elvégeztem. Az alkalmazott primerek tulajdonságait a 
3. táblázat tartalmazza.


A PCR reakciókat 30 µl végtérfogatban végeztem, a következő összetétellel: 1x DNS-polimeráz puffer; 2,5 mM MgCl2; 0,16 mM az egyes dNTP-ékből (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 15 pM az egyes primerekből; 1U DNS-polimeráz (DyNAzyme, Finnzymes) és 2,5 µl genomi DNS.

A PCR reakció paraméterei:



Elődenaturáció: 95 °C, 5 perc



Amplifikáció (35 ciklus):
Denaturáció: 95 °C, 30 másodperc







Primer kötődés: 3. táblázat szerinti hőmérséklet, 30 másodperc


Lánchosszabbítás: 72 °C, 2 perc



Végső lánchosszabbítás: 72 °C, 7 perc


A kapott PCR termékekből 10 μl-t agaróz gélelektroforézissel választottam el 3 μl felvivő festék(1) hozzáadásával, 120 V-on 110 perces futtatással, 0,5x TBE-pufferben.


3. táblázat: Alkalmazott primerek és jellemzőik

		Primer jelölése

		Nukleotid szekvencia (5’-3’)

		GC%

		Primer kötődés hőfoka [°C]



		rDNS primer

		

		

		



		NS3

		GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC

		67

		60



		ITS1

		TCCGTAGGTGAACCTGCGG

		63

		60



		ITS2

		GCTGCGTTCTTCATCGATGC

		55

		60



		ITS4

		TCCTCCGCTTATTGATATGC

		45

		60



		RAPD primer

		

		

		



		OPE2

		GGTGCGGGAA

		70

		38



		OPE14

		TGCGGCTGAG

		70

		38



		OPE16

		GGTGACTGTG

		60

		37



		OPA1

		CAGGCCCTTC

		70

		38



		P50

		GCAAGTAGCT

		50

		37



		P60

		CGGTCACTGT

		60

		37



		P70

		AGCGGGCGTA

		70

		38



		P80

		CGCGTGCCCA

		80

		40



		Mikroszatellit primer

		

		

		



		(GTG)3

		GTGGTGGTG

		60

		37



		(GACA)4

		GACAGACAGACAGACA

		50

		37





4. táblázat: Alkalmazott restrikciós endonukleázok tulajdonságai

		Restrikciós enzim

		Felismerő és hasítási hely



		MspI (Promega)

		5’ …C▼CGG…3’



		RsaI (Promega)

		5’…GT▼AC…3’



		HaeIII (Promega)

		5’…GG▼CC…3’



		ScrFI (New England BioLabs)

		5’…CC▼NGG…3’



		CfoI (Fermentas)

		5’…GCG▼C…3’



		KpnI (Amersham)

		5’…GGTAC▼C…3’





4.5.8. Erjesztési próba (Barnett et al., 2000)

A különböző szénhidrátok (glükóz, szacharóz, galaktóz és laktóz) erjesztésének vizsgálatához a törzsek 107 sejt/ml-es szuszpenziójából 0,1 ml-nyi mennyiséget oltottam be Durham-csövet tartalmazó 10 ml erjesztési táplevesbe. Az alkoholos erjedés megtörténtét – a CO2 képződést vizsgálva – 1 héten keresztül követtem nyomon. A kísérletet két párhuzamosban végeztem el.

4.5.9. A hártyaképző borélesztők szaporodását befolyásoló környezeti tényezők vizsgálata


A környezeti tényezők szaporodásra gyakorolt hatását MULTISKAN ASCENT (Thermo, Electron Corporation) mikrolemezes készülékkel vizsgáltam, amelynek során 107 sejt/ml kiinduló sejtszámú táplevesek optikai denzitását mértem 25 °C-os inkubálás mellett, 595 nm-en 30 perces intervallummal, a mérések előtt egy rövid 20 másodperces rázással. A kísérletet három párhuzamos mintával végeztem el.

Glükóz koncentráció hatásának vizsgálata

5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 és 200 g/l glükózt tartalmazó MM-C táplevesben vizsgáltam az élesztőtörzsek szaporodását 24 órán keresztül. Kontrollként szénforrást nem tartalmazó MM-C táplevest alkalmaztam.


Etanol koncentráció hatásának vizsgálata


3, 6, 9, 12, 15 és 18 % etanolt tartalmazó MM táplevesben vizsgáltam különböző élesztőtörzsek szaporodását 24 órán keresztül. Kontrollként etanolt nem tartalmazó MM táplevest alkalmaztam.


pH hatásának vizsgálata


3-as, 4-es, 5-ös, 6-os és 7-es pH értékre pufferelt (McIlvain puffer) MM táplevesben vizsgáltam különböző élesztőtörzsek szaporodását 24 órán keresztül.


4.5.10. A hártyaképző borélesztők hártyaképzését befolyásoló környezeti tényezők vizsgálata


A MM-C illetve a MM tápleves nem bizonyult megfelelőnek a hártyaképzéshez, ezért a hártyaképzést minden esetben YEP illetve YEP(D) táplevesben végeztem 107 sejt/ml-es kiindulási sejtszámmal 20 °C-on rázatás nélkül. A kísérletet két párhuzamosban végeztem el.

A hártyaképzés nyomon követése vizuálisan történt, az alábbiak szerint:




(+):
a tápleves felszínén néhány sejt hártyává kezd összeállni




+:
a tápleves felszínének 1/3-át élesztőhártya borítja




++:
a tápleves felszínének 2/3-át élesztőhártya borítja




+++:
a tápleves felszínének egészét élesztőhártya borítja


Glükóz koncentráció hatásának vizsgálata


5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 és 200 g/l glükózt tartalmazó YEP táplevesben vizsgáltam a hártyaképzést 30 napon keresztül. Kontrollként szénforrást nem tartalmazó YEP táplevest alkalmaztam.


Etanol koncentráció hatásának vizsgálata

3, 6, 9, 12, 15, 16, 17 és 18 % etanolt tartalmazó YEP táplevesben vizsgáltam 5 g/l glükóz koncentráció mellett a hártyaképzést 7 napon keresztül. Kontrollként etanolt nem tartalmazó YEP(D) táplevest alkalmaztam.


pH hatásának vizsgálata

3-as, 4-es, 5-ös, 6-os, 7-es, 8-as és 9-es pH értékű YEP(D) táplevesben vizsgáltam a hártyaképzését 7 napon keresztül.


4.5.11. A sejthozam meghatározása

Az élesztőtörzseket 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 és 200 g/l glükóz koncentrációjú YEP levesben tenyésztettem 30 °C-on, 180 rpm-mel rázatva. A tenyésztést követően a sejteket kicentrifugáltam, desztillált vízzel mostam és 105 °C-on 24 óra alatt kiszárítottam. A szárított élesztő mennyiségét visszamérve megállapítottam az egységnyi szénforrásból keletkező hozamot.
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4.5.12. A sejtfelületi hidrofóbicitás meghatározása [van der Mei és mtsi. (1993) módosított módszere alapján]


A vizsgálandó törzsek sejtjeit poláros oldószerben (vizes közegben) szuszpendáltam kb. OD600=0,5-ös értékre, majd apoláros oldószer hozzáadása után intenzíven kevertem. A vizes fázis keverés előtti és a keverés utáni OD értékének mérésével, az alábbi egyenlet alapján meghatároztam a törzsek hidrofóbicitási indexét:


[image: image27.emf]
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At: vizes fázis OD600 értéke keverés után








A0: vizes fázis OD600 értéke keverés előtt


Poláros oldószerként 10 mM-os KH2PO4-ot (pH 3,3), míg apoláros oldószerként xilolt alkalmaztam.


A sejtek felszíne Hi > 2 felett hidrofóbnak tekinthető. Mintánként három párhuzamos mérést végeztem.

Elsőként a mérés optimálását végeztem el. Az optimális keverési idő megállapításához, a poláros-apoláris fázisok 1:1 arányú keverékét eltérő ideig (10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 150 és 180 másodperc) kevertem. Az optimális poláros-apoláros fázis arányának meghatározásához, a poláros fázishoz – a poláros fázis mennyiségét 100 %-nak véve – eltérő mennyiségű (2,5; 5; 7,5; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90 és 100 %) apoláros oldószert adagoltam.


pH hatásának vizsgálata a hidrofóbicitásra


A törzsek poláros oldószerben való felszuszpendálása előtt a K-foszfát pH-ját HCl illetve KOH segítségével 2-es, 3-as, 4-es, 5-ös, 7-es és 9-es értékre állítottam be.


A hidrofóbicitás változásának vizsgálata a szaporodás során


A törzsek hidrofóbicitásának változását a szaporodás első 8 órájában követtem nyomon. A tenyésztést 30 °C-on végeztem 180 rpm-es kevertetés mellett YEPD illetve YEP(D) táplevesben.


Enzimes kezelés hatásának vizsgálata a hidrofóbicitásra


A hártyaképző törzsek sejtjeit 200 µg/ml-es Trichoderma lysing (Sigma), 10 µg/ml-es Arthrobacter litikáz (Sigma), 200 µg/ml-es proteinázK (Sigma), 200 µg/ml-es pronázE (Sigma), 100 µg/ml-es tripszin (Sigma) és 100 µg/ml-es kimotripszin (Sigma) oldatba vettem fel, majd 37 °C-on inkubáltam 1,5 órán keresztül. A kezelést követően a sejteket mostam, majd meghatároztam a hidrofóbicitásukat. Kontrolként kezeletlen sejteket alkalmaztam.


Lewis sav-bázis kölcsönhatás meghatározása (MATS módszer) [Briandet és mtsi. (1999) módosított módszere alapján]

A vizsgálathoz a mosott sejteket 107 sejt/ml-es koncentrációban szuszpendáltam 0,15 M-os NaCl oldatban, majd a szuszpenzió 2,4 ml-éhez 0,4 ml-nyi oldószert mértem (kloroform, etil-acetát, hexadekán vagy dekán). A kétfázisos rendszert 60 másodpercig vortexeltem, majd vizes fázis keverés előtti és a keverés utáni OD értékének mérésével, az alábbi egyenlet segítségével kiszámítottam a sejtek különböző oldószerhez való affinitását:
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A0: vizes fázis OD400 értéke keverés előtt


4.5.13. Az invazív növekedés és az adhézió vizsgálata


Polisztirolhoz való adhézió vizsgálata [Reynolds és Fink (2001) módosított módszere alapján]

A vizsgálathoz a tenyésztést polisztirol Petri-csészében végeztem, amelynek során a hártyaképző törzseket folyékony YEPD táplevesbe oltottam le 107 sejt/ml-es koncentrációban. 1, 2 illetve 3 napos 20 °C-on történő tenyésztést követően a Petri-csészék tartalmát kiöntöttem, a Petri-csészét gyenge sugarú csapvízzel mostam. A polisztirolhoz rögzült sejteket először etanol-éter 1:1 arányú keverékével elöltem, majd metilén-kék oldattal festettem és mikroszkóp alatt vizsgáltam.


Üveghez való adhézió vizsgálata [Mercier-Bonin és mtsi. (2004) módosított módszere alapján]

A vizsgálatához a tenyésztést egy 2,1 cm átmérőjű centrifugacsőben végeztem el. A centrifugacső egy, a vízszintessel kb. 60°-os szöget bezáró fedőlemezt tartalmazott (1,8x1,8 cm). A leoltás YEPD táplevesbe történt 107 sejt/ml-es koncentrációban. 1, 2 illetve 3 napos 20 °C-on történő tenyésztést követően a fedőlemezt eltávolítottam a táplevesből, majd gyenge sugarú csapvízzel mostam, a rögzült sejteket etanol-éter keverékével elöltem, metilén-kék oldattal festettem és mikroszkóp alatt vizsgáltam.


Adhezív/Invazív növekedés vizsgálata [Roberts és Fink (1994) módosított módszere alapján]

A törzsek 107 sejt/ml-es szuszpenziójából 10 µl-t felcseppentettem YEPD táptalaj felületére, majd 3 napig 30 °C-on inkubáltam. A tenyésztést követően a táptalaj felületét gyenge sugarú csapvízzel mostam.


4.5.14. Sejtfalfehérjék biotines jelölése és izolálása [Mrsa és mtsi. (1997) módosított módszere alapján]

A hártyaképző borélesztő törzseket RM táplevesben tenyésztettem, illetve YEP(D) táplevesben hártyaképzést indukáltam. A sejteket a táplevesből kicentrifugáltam, majd kétszer desztillált vízzel, illetve kétszer 50 mM-os K-foszfát pufferrel mostam. A sejtfelületen található fehérjéket biotinnel (NHS-LC-Biotin, Pierce, Rockford, USA) jelöltem (0,002 mg biotin/1 OD) 90 percig jégen, 4 °C-on történő inkubálás során. A felesleges, fehérjéhez nem kötődött biotint eltávolítottam kétszer TM-pufferrel és kétszer 50 mM-os K-foszfát pufferrel való mosással.

A jelölt sejtfalfehérjék izolálásához, a sejteket egységnyi térfogat 50 mM-os K-foszfát pufferben szuszpendáltam, majd 10 perces üveggyöngyös (0,4-0,5 mm) vortexeléssel feltártam. Az összetört sejtfalat centrifugálással visszanyertem és 5-ször 50 mM-os K-foszfát pufferrel mostam, hogy az intracelluláris fehérjéket minél jobban eltávolítsam. A sejtfalhoz kötődött fehérjéket három módszerrel vontam ki.


Nem kovalensen kötődött fehérjék kinyerése: A jelölt és mosott sejtfalat 500 μl Laemmli-pufferben szuszpendáltam, majd 95 °C-on 10 percig hőkezeltem. A hőkezelés után a sejtfalat kicentrifugáltam, a felülúszót óvatosan leszívtam pipettával, ez képezte az SDS1-es frakciót, ami tartalmazta a kovalensen nem kötődő fehérjék jelentős részét. A maradék nem kovalensen kötődő fehérje eltávolításához, az eljárást megismételtem, ennek eredményeként megkaptam az SDS2-es frakciót. A kezelt sejtfalat ezután ismét mostam 50 mM-os K-foszfát pufferrel 5-ször.

Kovalensen kötött fehérjék kivonása: Kétféle módszert alkalmaztam.


a) A Leammli-pufferrel kezelt sejtek felét 50 mM-os Tris-HCl-dal (pH 7,4) mostam, majd szuszpendáltam (100 μl /75 OD). A szuszpenzióhoz β-1,3-glükanázt (Quantazyme, Qbiogene, Germany) adtam (0,1 IU/1 OD) és a sejtfalat 37 °C-on 2 óráig emésztettem. Az inkubációt követően, a sejtfal kicentrifugálása után a felülúszó képezte a glükanázos frakciót.


b) A Laemmli-pufferrel kezelt sejtek másik felét desztillált vízzel mostam, majd 30 mM-os NaOH-ban szuszpendáltam (100 μl /75 OD) és 1 éjszakán keresztül 4 °C-on inkubáltam. A kezelést követően a szuszpenziót 1 M-os HCl-val semlegesítettem, és a sejtek kicentrifugálása után megkaptam a NaOH-os frakciót (felülúszó).

4.5.15. Sejtfalfehérjék elválasztása és Western-blot analízise

A sejtfalfehérjék elválasztását 12 %-os SDS-poliakrilamid gélen végeztem 150 V-on 1-1,5 órás futtatással 1x-es fehérje elektroforézis pufferben. Mintafelvitel előtt a fehérje frakciókhoz 5 μl Laemmli-puffert(5x) adtam és 20 percig szobahőmérsékleten inkubáltam. A felvitt minta mennyiségek:



SDS frakció:

< 1 μl



Glükanáz frakció:
5-10 μl



NaOH frakció:
2-10 μl


A gélelektroforézis után az elválasztott fehérjéket hidrofil nitrocellulóz membránra (Amersham) blottoltam 380 mA-en 2 órán keresztül blotting pufferben. A blottolás után a fehérje méret standardot PonceauS festékoldattal előhívtam, majd a membránt membránmosó pufferrel mostam 
4 °C-on 1 órán keresztül. A biotinnel jelölt fehérjékhez 0,2 μl/ml avidint (Streptavidin-Horseradish-Peroxidase Conjugate, Amersham) konjugáltattam membránmosó pufferben, majd a felesleges avidint eltávolítottam membránmosó pufferrel való háromszori 10 perces mosással. A jelölt fehérjéket ECLTM „Western Blotting Detection Reagents” (Perkin-Elmer) segítségével vizualizáltam filmen.

4.5.16. A HSP150 gén RFLP analízise


A Ccw7-es sejtfalfehérjét kódoló gén (HSP150/CCW7/PIR2) szekvenciáját a S. cerevisiae genomiális adatbankból, a http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/seqTools oldalról töltöttem le. A HSP150 génszakaszra specifikus primer-pár tervezését a http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/web-primer oldalon található primer-tervező programmal végeztem.

A PCR reakciókat 30 µl végtérfogatban végeztem, a következő összetétellel: 1x DNS-polimeráz puffer; 1,5 mM MgCl2; 0,16 mM az egyes dNTP-ékből (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 15 pM az egyes primerekből (C7-f és C7-r); 1U DNS-polimeráz (DyNAzyme, Finnzymes) és 2,5 µl genomi DNS

A PCR reakció paraméterei:



Elődenaturáció: 95 °C, 5 perc



Amplifikáció (35 ciklus):
Denaturáció: 95 °C, 30 másodperc







Primer kötődés: 56 °C, 30 másodperc


Lánchosszabbítás: 1 perc



Végső lánchosszabbítás: 72 °C, 7 perc


A PCR termékek restrikciós analízisét a HaeIII, az RsaI és a KpnI endonukleázokkal készítettem el. Az emésztést 37 °C-on, 4 órán át végeztem 11 µl végtérfogatban, a következő összetétellel:



8 µl enzim mix (1 µl puffer; 0,2 µl enzim; 7 µl desztillált víz elegyéből)


3 µl PCR termék

Az alkalmazott restrikciós enzimek jellemzőit a 4. táblázat tartalmazza.

A PCR termékeket (3 μl) és az emésztéssel kapott fragmentumokat (11 μl) agaróz gélelektroforézissel választottam el 3 μl felvivő festék(1) hozzáadásával, 120 V-on 110 perces futtatással, 0,5x TBE-pufferben.


A felszaporított HSP150-es gén szekvenálásához a PCR termékeket a PCR-MTM Clean Up System (Viogene) segítségével tisztítottam. A szekvenálást a Gödöllői Mezőgazdasági Biotechnológiai Kutatóközpont végezte el ABI PRISM 3100 szekvenáló segítségével.

5. EREDMÉNYEK

5.1. Hártyaképző borélesztő törzsek izolálása tokaji szamorodni felületéről


Élesztőtörzsek izolálásához a bodrogkeresztúri Bene Pincészetben összesen 10 hordóból, az érlelési fázisban lévő száraz és édes szamorodni bor felszínéről vettem mintát, amelyeket kloramfenikolt tartalmazó YEPD táptalajra szélesztettem. Nem sikerült minden esetben élesztősejteket izolálnom, az M13-as illetve a 02/58-as jelzésű hordókból vett minták nem tartalmaztak élő élesztősejtet. A többi hordó esetében Petri-csészénként lehetőség szerint 2-2 reprezentatív telepet izolálta (5. táblázat). A 02/62 hordó kivételével, valamennyi izolátum száraz szamorodni felületéről származott. Az izolátumok hártyaképzését 6 % etanolt tartalmazó YEPD táplevesben tesztelve azt tapasztaltam, hogy mindegyik képes volt a tápleves felszínén összefüggő hártyát kialakítani, tehát hártyaképző borélesztő törzseknek tekinthetők.


5. táblázat: A bodrogkeresztúri Bene Pincészetből izolált élesztőtörzsek

		Vizsgált hordó

		Évjártat

		Bor tulajdonságai

		Izolált minták



		M2

		1996

		Savtartalom: 9


Cukortartalom: 2,3 g/l

		M2.1 (sima telep)


M2.2 (rögös telep)



		M4

		1996

		Savtartalom: 9


Cukortartalom: 2,3 g/l

		M4.1


M4.2



		M7

		1995

		Savtartalom: 9


Cukortartalom: 1,4 g/l

		M7.1


M7.2



		M10

		1995

		Savtartalom: 9


Cukortartalom: 1,4 g/l

		M10



		M12

		1996

		Savtartalom: 9


Cukortartalom: 2,3 g/l

		M12.1 (nagy telep)


M12.2 (kis telep)



		M17

		2000

		Savtartalom: 7,4


Cukortartalom: 2,2 g/l

		M17.1 (nagy telep)


M17.2 (kis telep)



		M21

		2000

		Savtartalom: 7,4


Cukortartalom: 2,2 g/l

		M21



		02/62

		1999

		Savtartalom: 10,2


Cukortartalom: 59 g/l

		02/62.1 (nagy telep)


02/62.2 (kis telep)





A további vizsgálatokhoz a 2. táblázatban bemutatott törzsgyűjteményből származó hártyaképző élesztőgomba törzseket is bevontam, amelyek közül egy sherry hártyából, kettő egyéb borhártyából, hat száraz szamorodniból, három pedig édes szamorodniból származott.


5.2. A hártyaképző borélesztő törzsek jellemzése killer tulajdonság és morfológiai szempontból


5.2.1. A hártyaképző élesztők killer tulajdonságának vizsgálata


A killer tulajdonság elterjedt a Saccharomyces cerevisiae borélesztő törzsek esetében. A hártyaképzők killer aktivitását az S6-os szuperérzékeny törzzsel szemben vizsgáltam. A 26 izolátum közül egyedül a B3 törzs gátolta az S6-os törzs szaporodását. A S. cerevisiae esetében eddig 3-féle killer típust (K1, K2, K28) írtak le részletesen. A hártyaképző élesztők killer toxin érzékenységének szűrését mind a háromféle toxint termelő törzsre, valamint a tanszékünk által izolált és jellemzett új típusú KTA törzsre (Perkátai et al., 2003) nézve is elvégeztem. A vizsgált hártyaképzők többsége nem volt érzékeny egyik toxinra sem. Egyedül a TD01.1 törzset gátolta a K2, a KTA és kismértékben a K1 killer törzs. 


5.2.2. A hártyaképző élesztők spóraképzése


A hártyaképző izolátumaim mindegyike spórázó diploidnak bizonyult, igaz az aszkuszképzés gyakorisága nagyon kicsike volt, valamint sok volt az aberráns tetrád. A TD04 hártyaképző borélesztő esetében a spórázás indukálása után (Na-acetátos táptalajon) 21 db 4 spórát tartalmazó aszkuszt mikromanipulátorral szétszedtem és YEPD, valamint O-RM táptalajra vittem. A spórák túlélése azonban nagyon kicsi volt, nem sikerült egyetlen egy komplett tetrádot sem kitenyésztenem, csak három vagy kevesebb spóra képzett telepet egy aszkuszból. A telepet képző haploidokat visszaizoláltam és a későbbi vizsgálataimba (hártyaképzés, hidrofóbicitás, invazív növekedés, rDNS analízis, HSP150 gén analízise) bevontam.

5.2.3. A hártyaképző élesztők mikroszkópos és makroszkópos jellemzése


A hártyaképző élesztők sejtjei az exponenciális fázisban a Saccharomyces cerevisiae fajra jellemző ovális alakkal rendelkeznek 6. ábra (A). Hártyaképzés során (stacioner fázis) a sejtek lekerekednek, a korai fázisában a sejtek egy egyrétegű (egydimenziós) hálót alkotnak, amelyben a sejtek szorosan összekapcsolódnak. A szoros összekapcsolódás következtében a sejtek látszólag elveszítik kerek alakjukat és sokszögűeknek látszódnak (6. ábra (B)). A hártyaképzés előrehaladtával a sejtek nemcsak egy síkban kapcsolódnak össze, hanem egy háromdimenziós hártyát alakítanak ki (6. ábra (C)).
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6. ábra: A TD04 hártyaképző mikroszkópos képe A/ planktonikusan szaporodó sejtek B/ 1 napos fiatal hártyában lévő sejtek C/ 1 hetes öreg hártyában lévő sejtek

A sejtek hártyává való összeállása, valamint a hártya öregedése makroszkopikusan is megfigyelhető. A kezdeti fázisban a sejtek szigeteket alakítanak ki a tápközeg felszínén (7. ábra (A)), majd a szigetek közötti rés kitöltődik további sejtekkel, és az idő előrehaladtával a kialakult hártya megvastagodik (7. ábra (B)), a sejtek több réteget alkotnak. Az érett hártya érzékeny a mechanikai hatásokra, rázásra könnyen összetöredezik, a hártyadarabok pedig a nagyobb fajsúlynak köszönhetően leülepednek. Mechanikai hatásra összetöredezett hártya pótlódik, a leülepedő sejtek képesek újabb hártyát kialakítani a folyadék felszínén.
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7. ábra:[image: image37.emf]


 A TD04 hártyaképző által képzett hártya makroszkopikus képe A/ fiatal hártya B/ öreg hártya

A TD04 diploid törzs spóráztatása után kapott haploidok hártyaképzését vizsgálva azt tapasztaltam, hogy a meiotikus szegregánsok mindegyike képes volt hártyát kialakítani, a hártyaképzés gyorsaságában és mértékében nem találtam különbséget az egyes haploidok és a diploid szülői törzs között.


5.3. Az rDNS RFLP analízise


Az általam izolált hártyaképző borélesztők faji azonosítását a riboszómális DNS NS3-ITS4 primer-párral határolt részének felszaporításával, majd az azt követő restrikciós analízisével (MspI, RsaI, HaeIII és ScrFI) végeztem el. A hártyaképzők a CBS 1171 S. cerevisiae típustörzzsel 87 %-os, illetve 93 %-os (8. ábra), míg a CBS 380 S. bayanus típustörzzsel csak 69 %-os hasonlóságot mutattak, tehát a Saccharomyces cerevisiae fajhoz tartoznak. A vizsgált kontroll borélesztők szintén 69 %-os hasonlósági szintnél váltak el a S. bayanus típustörzstől. A PM 322 a S. cerevisiae típustörzzsel 87 %-os, míg a Badacsony1 100 % hasonlóságot mutatott.
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8. ábra: rDNS 18S-ITS régió RFLP analízisének kombinált dendogramja (Molecular Analyst Software, BioRad). A hártyaképző törzseket * jelöli.


Fernandez-Espinar és mtsi. (2000) vizsgálata szerint a sherry flor élesztők egyértelműen elkülöníthetőek voltak a nem hártyaképző borélesztőktől az ITS1 régióban található 24 bp-os deléciónak köszönhetően, amely specifikus, úgynevezett flor mintázatot eredményez ARDRA analízis során. Annak érdekében, hogy megállapítsam, hogy a szamorodni eredetű hártyaképző borélesztők rDNS ITS-5.8S régiójában megtalálható-e a jelzett deléció, a PCR termékeket a CfoI, a ScrFI és a HaeIII endonukleázokkal emésztettem. A PCR reakció eredményeként 820 bp-os terméket kaptam. A termékek restrikciós mintázatára a 9. ábrán látható példa.
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9. ábra: Borélesztők és kontroll törzsek rDNS ITS-5.8S régiójának restrikciós mintázata. A/ CfoI B/ ScrFI C/ HaeIII enzimes emésztés után

1. Marker (100bp létra), 2. B1*, 3. B3*, 4. B4*, 5. B5*, 6. B8*, 7. B16*, 8. B22*, 9. PM 322, 10. Badacsony1, 11. S288c, 12. CBS 1171, 13. CBS 380


*: hártyaképző borélesztők

Vizsgálatom szerint a 26 hártyaképző borélesztő közül egyedül a B3 (moldáviai) törzs mutatja ezt a mintázatot (9 ábra (A), 3. minta), míg a másik két sherry törzs (spanyol, amerikai) mintázata ettől eltért. A szamorodni hártyaképző törzsek kombinált mintázata eltér mind a leírt flor mintázattól, mind a S. cerevisiae típustörzs és laboratóriumi törzsek mintázatától. A törzsek CfoI enzimmel kapott mintázata, valamint az ScrFI enzim esetében a hártyaképzők jelentős része (18 törzs) a S. cerevisiae tipikus mintázatát mutatta. A HaeIII enzimekkel kapott restrikciós mintázat azonban egyik esetben sem azonos a S. cerevisiae esetében megfigyelt mintázattal, sőt sok esetben a flor, illetve a S. cerevisiae mintázat keverékének tűnt. A három restrikciós enzimmel kapott mintázat alapján készített kombinált dendogramot a 10. ábra szemlélteti.
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10. ábra: rDNS ITS-5.8S régió RFLP analízisének kombinált dendogramja. A hártyaképző törzseket * jelöli.


A hártyaképző borélesztők négy csoportot alkotnak (A, B, C és E). A négy csoport egyértelműen elkülönül mind a CBS 1171 típustörzstől, mind a S228c labortörzstől. A Badacsony1 jelzésű borélesztő a S288c labortörzzsel alkotott egy csoportot (D klaszter), míg a PM 322 borélesztő meglepő módon az A klaszterba tartozó hártyaképzőkkel mutatott azonos mintázatot. A tipikus flor mintázatot mutató hártyaképző élesztő (B3) egyedül alkotott egy klasztert (E klaszter), amely a többi hártyaképzőtől 69 %-os homológia szinttel elkülönült.

5.4. Az rDNS homológia vizsgálata heteroduplex analízissel


A heteroduplex analízis DNS szekvenciák közötti kis különbségek kimutatására is alkalmas, ezért feltételeztem, hogy a sherryből izolált hártyaképző élesztőkben jelen lévő 24 bp-os deléció (Fernandez-Espinar et al., 2000) is kimutatható a segítségével. Mivel a heteroduplex analízis kb. 800 bp méretig alkalmazható megbízhatóan, a vizsgálathoz csak az ITS1 régiót szaporítottam fel az ITS1-ITS2 primer pár segítségével, amelynek eredményeképpen három különböző típusú PCR-terméket kaptam (11. ábra):


(i) kb. 440bp-os termék a CBS 1171 típustörzs, az S288c labortörzs, a Badacsony1 borélesztő és 11 hártyaképző borélesztő törzs esetében;


(ii) kb. 410 bp-os termék egy hártyaképző borélesztő (B3) törzs esetében;


(iii) kettős PCR termék (440 bp + 410 bp) 14 hártyaképző borélesztő törzs esetében.



11. ábra: Az ITS1 régió amplifikálásával kapott PCR termékek típusai

1. Marker (100 bp létra), 2. B1*, 3. B3*, 4. B4*

*: hártyaképző borélesztők


Egyes törzsek esetében az ITS1-ITS2 primer-párt alkalmazva kettős PCR-terméket kaptam, ami azt mutatja, hogy ezek a törzsek eltérő hosszúságú rDNS allélt hordoznak. Ennek további vizsgálatához a PCR-termékek denaturációja után, azok ön-renaturációját végeztem el, majd a termékeket poliakrilamid gélen elválasztottam (12. ábra). Az eredmények alapján a törzseket két nagy csoportba (I. és II. csoport) tudtam sorolni (6. táblázat). A 26 hártyaképző borélesztő közül 22 polimorf rDNS-sel rendelkezett, mivel ezeknél heteroduplex keletkezett. A B8, a 02/62.1 és a 02/62.2 hártyaképző törzsek esetében csak nagyon halvány heteroduplex képződést lehetett megfigyelni, ami az egyes rDNS típusok eltérő előfordulás arányára utal.





12. ábra: Hártyaképző borélesztő törzsek ön-renaturációja

1. Marker (100 bp létra), 2. B1*, 3. B3*, 4. B4*, 5. B5*, 6. Marker (100bp létra), 7. M2.1*, 8. M2.2*, 9. M4.1*, 10. M4.2*

*: hártyaképző borélesztők


A továbbiakban az I.-es csoportba tartozó törzsek hasonlóságát vizsgáltam, amihez a törzsek PCR-termékeit egymással kevertem, majd vizsgáltam a homo- illetve heteroduplex képződést. A PCR termékek méretén és számán alapulva (11. ábra) a B3 és a B4 törzset választottam kontroll törzsnek. A B3 törzs rDNS-ével a hártyaképző törzsek mindegyikének rDNS-e heteroduplexet képzett (13. ábra), míg a B4 törzs esetében homoduplex képződés volt csak megfigyelhető.






13. ábra: Hártyaképző borélesztő törzsek rDNS ITS1 régiójának heteroduplex analízise.

1. Marker (100 bp létra), 2. B3*-B4*, 3. B3*-B5*, 4. B3*-B22*, 5. B4*-B5*, 6. B4*-B22* 


*: hártyaképző borélesztők


Az analízis alapján a 6. táblázat I. csoportját tovább lehetett bontani. A B3 hártyaképző élesztő – amely egyértelműen elkülönült az rDNS RFLP analízise során a többi hártyaképző élesztőtől – heterológ rDNS-sel rendelkezik (I.a csoport), míg a többi három hártyaképző homológ erre a szekvenciára nézve (I.b csoport).

6. táblázat: Hártyaképző borélesztő törzsek ITS1 régiójának polimorf jellege heteroduplex analízis alapján

		I csoport:


Nem polimorf ITS1 régió

		II csoport:


Polimorf ITS1 régió



		a)


B3

		b)


B4, B5, B22

		B1, B8, B16, TD01.1, TD01.2, TD03, TD04, TD05, M2.1, M2.2, M4.1, M4.2, M7.1, M7.2, M10, M21, M17.1, M17.2, M12.1, M12.2, 02/62.1, 02/62.1





A diploid TD04 törzsből előállított haploidok esetében az rDNS szegregálódását vizsgálva (14. ábra (A)), a haploidok fele (52 %) csak a molekuláris adatbankban megtalálható S288c S. cerevisiae fajra jellemző PCR-terméket adta (440 bp-os PCR termék), míg a haploidok másik felében (48 %) mindkét típusú rDNS (440 bp + 410 bp dupla PCR termék) megtalálható volt, ami azt jelzi, hogy a kétféle rDNS típus egyetlen kromoszómán, a XII-es kromoszómán fordul elő kombinációban. A felszaporított PCR-termékek ön-renaturációjának vizsgálata (14. ábra (B)) során azonban az összes haploidnál heteroduplex keletkezett, ami azt mutatja, hogy az egyetlen PCR terméket eredményező haploidokban is kétféle rDNS allél volt megtalálható.







14. ábra: Az rDNS szegregációjának vizsgálata a TD04 törzs esetében (3 túlélő spóra aszkuszonként) A/ PCR-termék B/ PCR-termékek ön-renaturációja. Az egy aszkuszból származó haploidokat piros kapcsos-zárójellel jelöltem

1. Marker (100bp-os létra), 2. 4a*, 3. 4b*, 4. 4c*, 5. 5a*, 6. 5b*, 7. 5c*, 8. 6a*, 9. 6b*, 10. 6c*, 11. 11a*, 
12. 11b*, 13. 11c*

*: hártyaképző borélesztők


5.5. A hártyaképző borélesztők RAPD analízise


A hártyaképző élesztőgombák törzs szintű összehasonlítása illetve elkülönítése érdekében a hártyaképzők RAPD analízisét különböző GC% tartalmú, 10 nukleotid hosszúságú RAPD primerekkel, valamint a (GTG)3-as és a (GACA)4-es mikroszatellit primerekkel végeztem el. A 15. ábrán a különböző primerekkel kapott PCR mintázatra látható példa. Valamennyi vizsgált hártyaképző törzs nagyfokú (92 %-os) hasonlóságot mutatott a S. cerevisiae típustörzzsel (16. ábra), egymással pedig 100 %-ban megegyező mintázatot adtak, valamennyi RAPD primer esetében.



15. ábra: Hártyaképző borélesztő törzsek különböző primerekkel kapott RAPD mintázata

1. Marker (VI. Boehringer), 2. B1*, 3. B3*

*: hártyaképző borélesztők


16. ábra: Hártyaképző borélesztők kombinált RAPD dendogramja. Kontrollként a S. cerevisiae típustörzset (CBS 1171) és S. bayanus típustörzset (CBS 380), valamint két borélesztő törzset (PM 322 és Badacsony1) alkalmazva. A hártyaképző törzseket * jelöli.

5.6. A hártyaképző borélesztők cukorerjesztési spektrumának meghatározása


Megvizsgáltam, hogy a tokaji hártyaképző törzsek cukorerjesztési képességük alapján besorolhatóak-e a Martinez és mtsi. (1995) által a flor élesztők cukorerjesztési spektruma szerint meghatározott fiziológiai változatokba. A hártyaképző élesztők többsége (20 törzs) a beticus változatba tartozik (7. táblázat). A S. cerevisiae cheresiensis változatába 4 hártyaképző, míg a montuliensis illetve a rouxii változatba 1-1 hártyaképző törzs sorolható. A kontrollként kiválasztott borélesztő törzsek közül (Badacsony1 és PM 322) meglepően csak a Badacsony1 jelzésű törzs mutatta a Saccharomyces cerevisiae típustörzsre jellemző erjesztési mintázatot, míg a PM 322-es jelzésű törzs a cheresiensis változatba tartozónak bizonyult.

7. táblázat: A hártyaképző borélesztők besorolása különböző fiziológiai változatokba

		Törzsek

		Szénhidrát fermentáció

		S. cerevisiae változat



		

		glükóz

		szacharóz

		maltóz

		galaktóz

		



		Badacsony1 (kontroll)

		+

		+

		+

		+

		S. cerevisiae



		B4, B8, B16, B22, TD01.1, TD01.2, TD03, TD05, M2.1, M2.2, M4.1, M4.2, M7.1, M7.2, M10, M21, M17.1, M17.2, M12.1, M12.2

		+

		+

		-

		-

		S. cerevisiae var. beticus



		TD04

		+

		-

		-

		-

		S. cerevisiae var. montuliensis



		B1, B5, 02/62.1, 02/62.2, PM 322

		+

		+

		-

		+

		S. cerevisiae var. cheresiensis



		B3

		+

		-

		-

		+

		S. cerevisiae var. rouxii





5.7. A hártyaképző borélesztők szaporodását és hártyaképzését befolyásoló környezeti tényezők jellemzése


A 4.5.9.-es és a 4.5.10.-es fejezetben leírt szaporodási, illetve hártyaképzési vizsgálatokat egymással párhuzamosan végeztem. A szaporodási vizsgálatoknál alkalmazott minimál tápközeg nem bizonyult alkalmasnak a hártyaképzés kivitelezésére, ugyanis egy napos inkubáció után a sejtek összekapcsolódás nélkül (hártyaképzés nélkül) a tápközeg felszínén lebegtek. Ez az „ál-hártyaképzés” megakadályozta a valódi hártyaképzés észlelését, ezért a hártyaképzés vizsgálatára YEP tápközeget használtam a megfelelő komponensekkel kiegészítve.


5.7.1. Glükóz koncentráció hatása a szaporodásra és a hártyaképzésre


A vizsgálat során két száraz szamorodniból (TD01.2 és M4.1) és két édes szamorodniból (TD04 és 02/62.1) származó hártyaképző törzs, valamint két nem hártyaképző borélesztő (PM 322 és Badacsony1) szaporodását hasonlítottam össze. A vizsgált törzsek között nem találtam lényeges különbséget. A különböző koncentrációknál kapott tipikus szaporodási görbékre a 17. ábrán látható példa. A törzsek szaporodása rövid, 1-2 órás lag fázis után beindult. Kis glükóz koncentrációk esetén (5 g/l illetve 10 g/l) az élesztők hamar felhasználták a rendelkezésre álló szénforrásokat (kb. 8 óra illetve 11 óra), ami után beállt a stacioner fázis. 25 g/l-es glükóz koncentráció esetében a stacioner fázis a tenyésztés 20-22. órája körül állt be. Ennél nagyobb koncentrációnál a törzsek a vizsgálat 24 órája alatt nem érték el a stacioner fázist, valamint a szaporodási görbék lefutásából látható, hogy a glükóz koncentráció emelésével a szaporodás sebessége és glükóz felhasználás hatékonysága csökkent.
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17. ábra: A TD04 törzs szaporodási görbéi különböző glükóz koncentrációk (0 g/l → 200 g/l) esetében. A szaporodás jellemzése a sejtszuszpenziók OD értékeinek mérésével történt. 

A borélesztők hozamát meghatározva megerősítést nyert a glükóz szaporodásra gyakorolt gátló hatása (glükóz represszió) (18. ábra). A legnagyobb hozamot az 5 g/l glükóz alkalmazása esetén kaptam. A glükóz koncentráció megduplázása a hozam felére csökkenését vonta maga után. A koncentráció további emelésével a hozam fokozatosan a minimális 0,01-es szintre csökkent. Nem találtam különbséget a száraz illetve az édes szamorodniból származó hártyaképzők, valamint a nem hártyaképző borélesztők hozama között.
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18. ábra: Borélesztő törzsek sejthozama különböző glükóz koncentrációk (0 g/l → 200 g/l) esetében

A glükóz hártyaképzésre gyakorolt hatását vizsgálva különbségek mutatkoztak a száraz, illetve az édes szamorodniból izolált hártyaképző élesztők esetében (8. táblázat). A hártyaképződés beindulása az édes szamorodniból származó törzs esetében érzékenyebb volt a glükóz koncentráció emelésére. A beoltáshoz használt sejttömeg glükóz-mentes táptalajon is képes volt hártyát képezni. Ebben az esetben az egy hetes inkubáció után a felszínt borító hártya méretében növekedést volt tapasztalható, ami a táptalajban lévő élesztőkivonat és az esetlegesen elhalt sejtek autolízise során kiszabadult tápanyagok hasznosítására vezethető vissza. Kis glükóz tartalom esetében, 75 g/l-es koncentrációig a száraz szamorodniból származó törzs 3-5 nappal korábban képzett hártyát, mint az édes szamorodniból származó törzs. E koncentráció felett a hártyaképződés beindulása megközelítőleg kiegyenlítődik, illetve nagyon kis mértékben az édes borból származó törzs került előtérbe.


8. táblázat: A glükóz koncentráció hatása a száraz szamorodniból (TD01.2) és az édes szamorodniból (TD04) izolált törzsek hártyaképzésre


		Kiindulási glükóz koncentráció


a YEP táplevesben

		Hártyaképződés beindulása



		

		TD01.2

		TD04



		0 g/l

		1. nap

		1. nap



		5 g/l

		1. nap

		1. nap



		10 g/l

		1. nap

		4. nap



		25 g/l

		1. nap

		6. nap



		50 g/l

		3. nap

		8. nap



		75 g/l

		8. nap

		13. nap



		100 g/l

		13. nap

		12. nap



		150 g/l

		22. nap

		21. nap



		200 g/l

		24. nap

		22. nap





5.7.2. Etanol koncentráció hatása a szaporodásra és a hártyaképzésre


Az etanol a fő szénforrás a hártyaképzés során, azonban erős toxikus hatása miatt a hártyaképző élesztőknek jó etanol-toleranciával kell rendelkezniük. Ennek vizsgálatát tűztem ki célul a tokaji hártyaképző élesztők esetében. Az etanol erős hatást gyakorolt a vizsgált törzsek szaporodására (19. ábra (A)). 3 %-os koncentráció felett az etanol a szaporodás lassulását eredményezte. 12 % etanol tartalom esetében a lag fázis erősen kitolódott a tenyésztés 8-11. órájáig, törzstől függően. Ezen koncentráció felett a szaporodás csak 16 óra elteltével volt tapasztalható, ami az etanol elpárolgása következtében kialakuló kisebb koncentrációnak tulajdonítható. Ez alól egyedül a Badacsony1 jelzésű törzs képez kivételt (19. ábra (B)), amely esetében a szaporodás még 24 óra elteltével sem indult be a 18 % etanol tartalmú tápközegben, feltételezhetően a nagy etanol koncentráció toxikus hatásának köszönhetően.
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19. ábra: A TD04 hártyaképző (A) és a Badacsony1 nem-hártyaképző (B) törzsek szaporodási görbéi különböző etanol koncentrációk (0% → 18%) esetében. A szaporodás jellemzése a sejtszuszpenziók OD értékeinek mérésével történt. 

Az etanol koncentráció a hártya fejlődésére is hatással volt (20. ábra, 9. táblázat). Hozzáadott etanol nélkül a jó hártyaképzés a tápközegben jelenlévő 5 g/l glükóz kierjesztéséből keletkező etanol jelenlétével magyarázható. 9 % etanol tartalomig a hártyaképzés gyorsan lezajlott, és minden esetben a teljes felszínt beborító, stabil, erős hártya alakult ki. 12 %-nál nagyobb etanol koncentrációnál a hártyaképződés már lassabb, és gyengébb, ami az etanol szaporodásra gyakorolt gátló hatásával magyarázható. 18 % etanol tartalomnál hártyaképzést már nem tapasztaltam. 




20. ábra: A TD04 törzs hártyaképzése különböző etanol koncentrációk (0% → 18%) esetében YEP(D) táplevesben a 3. napon

9. táblázat: Az etanol koncentráció hatása a TD04 törzs hártyaképzésére YEP(D) táplevesben

		Hozzáadott etanol koncentráció

		1. nap

		2. nap

		3. nap

		6. nap



		0 %

		+

		+++

		+++

		+++



		3 %

		+

		++

		+++

		+++



		6 %

		++

		+++

		+++

		+++



		9 %

		++

		+++

		+++

		+++



		12 %

		+

		++

		++

		+++



		15 %

		(+)

		+

		+

		++



		16 %

		-
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Hártyaképződés erőssége: -: nincs hártyaképzés; (+): a tápleves felszínén néhány sejt hártyává kezd összeállni; +: a tápleves felszínének 1/3-át élesztőhártya borítja; ++: a tápleves felszínének 2/3-át élesztőhártya borítja; +++: a tápleves felszínének egészét élesztőhártya borítja


5.7.3. pH hatása a szaporodásra és a hártyaképzésre


Az Saccharomyces sensu stricto csoport számára az optimális pH tartomány általában az 5,0-5,5 értékek közé esik, a must, illetve a kierjedt borok pH-ja viszont ennél kisebb, 2,8-3,7 között változik (Kállay, 1998). A hártyaképző borélesztőknek ezen értékek mellett kell szaporodniuk, illetve hártyát kialakítaniuk.


Megvizsgáltam a hártyaképző élesztők szaporodásának pH tartományát, illetve optimumát. A vizsgálatok alapján mind a szaporodás, mind a hártyaképzés esetében a 4-es pH volt az optimális (10. táblázat, 21. ábra (A)). pH5-ös illetve 6-os értékek esetében a vizsgált törzsek fajlagos szaporodási sebessége csökkent (22. ábra), valamint a hártyaképzés ideje kitolódott. 7-es pH-t alkalmazva a törzsek szaporodása jelentősen gátlódott, a TD01.2 törzs szaporodása pedig teljesen gátolt volt. Semleges pH értéknél a sejtek még képesek voltak hártyává összekapcsolódni, de ennél nagyobb pH értéknél hártyaképzésről már nem lehet beszélni. Szaporodási szempontból a pH emelésére a PM 322 jelzésű borélesztő törzs volt a legérzékenyebb (21. ábra (B)), a törzs optimuma pH3 volt, pH5-nél pedig a fajlagos szaporodási sebesség már erősen lecsökkent.


10. táblázat: A pH hatása a TD04 törzs hártyaképzésére YEP(D) táplevesben

		pH

		1. nap

		2. nap

		3. nap
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Hártyaképződés erőssége: -: nincs hártyaképzés; (+): a tápleves felszínén néhány sejt hártyává kezd összeállni; +: a tápleves felszínének 1/3-át élesztőhártya borítja; ++: a tápleves felszínének 2/3-át élesztőhártya borítja; +++: a tápleves felszínének egészét élesztőhártya borítja
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21. ábra: A TD04 hártyaképző (A) és a PM322 nem-hártyaképző (B) törzsek szaporodási görbéi különböző pH értékek esetében. A szaporodás jellemzése a sejtszuszpenziók OD értékeinek mérésével történt. 

[image: image7.emf]0,00


0,05


0,10


0,15


0,20


0,25


0,30


0,35


0,40


0,45


0,50


TD01.2TD04PM322Badacsony1CBS1171


μ


 


[1/óra]


pH3


pH4


pH5


pH6


pH7




22. ábra: A hártyaképző (TD01.2 és TD 04) és nem-hártyaképző (PM 322 és Badacsony1) borélesztő törzsek fajlagos szaporodási sebességeinek (µ) változása a pH függvényében, összehasonlítva a S. cerevisiae típustörzzsel


5.8. Sejtfelületi hidrofóbicitás vizsgálata


Számos közlemény foglalkozik a hidrofóbicitás meghatározásával, azonban nincs egységes leírás sem az alkalmazott oldószer mennyiségéről, sem a keverés idejéről, ezért először ezen paraméterek optimálását végeztem el. Oldószer mennyiség hatásának vizsgálatakor a hidrofóbicitás értékében csak a 10 %-nál kisebb oldószer mennyiséggel tapasztaltam csökkenést, ezért a méréseimhez minden esetben a 20 %-os oldószer koncentrációt alkalmaztam. A keverési idő hatását vizsgálva a nem tapasztaltam eltérést, egyedül a 10 másodperces keverés nem bizonyult elégségesnek, ezért vizsgálataimhoz a 30 másodperces vortexelést választottam.


5.8.1. A pH hatása a hidrofóbicitásra


A hártyaképző élesztők szaporodása és hártyaképzése a savas pH tartományban optimális, elsőként ezért a pH hatását vizsgáltam a sejtfelszín hidrofóbicitására (23. ábra). A vizsgálathoz a stacioner sejteket különböző pH-ra beállított K-foszfát pufferben szuszpendáltam, majd apoláros oldat hozzáadása és erőteljes keverés után néztem a sejtek megoszlását a két fázis között. A hártyaképző sejtek felszíne a savas pH tartományban erősen hidrofóbnak bizonyult. Semleges, illetve lúgos pH értékek esetében a felszín hidrofillé változott. A legkisebb hidrofóbicitási értékkel a 02/62.1 hártyaképző törzs rendelkezett, azonban ennél a törzsnél is kismértékben nőtt a hidrofil jelleg a pH érték emelésével, mint a többi hártyaképző esetében. A kontroll borélesztő törzs felszíne minden vizsgált pH értéknél hidrofilnek bizonyult. A TD04 diploid törzs meiotikus szegregánsainak hidrofóbicitását vizsgálva megállapítottam, hogy a haploidok sejtfelszíne a diploid törzshöz hasonlóan nagyon hidrofób.
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23. ábra: A pH hatása a borélesztők hidrofóbicitására


Hi: Hidrofóbicitási index

5.8.2. A hidrofóbicitás változása a szaporodás során


A hártyaképzés legkedvezőbb esetben is 24 órás inkubálás után, tehát a sejtek stacioner fázisában indul. A hártyaképző törzsek stacioner fázisú sejtjei erősen hidrofóbnak bizonyultak. Annak érdekében, hogy az exponenciális fázisban lévő sejtek hidrofóbicitását vizsgálhassam, a szaporodás első 8 órájában követtem nyomon a változást (24. (A) ábra). A szaporodás folyamán a hidrofóbicitás lényegesen nem változott. A hártyaképző törzs esetében a hidrofóbicitás értékében egy kismértékű csökkenés volt megfigyelhető a gyorsulási fázisban, ezután a hidrofóbicitás értéke már nem változott, beállt a törzsre jellemző hidrofóbicitási érték.
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24. ábra: A sejtfelszíni hidrofóbicitás alakulása a szaporodás folyamán.


A/ A TD04 hártyaképző és PM 322 planktonikus borélesztő törzs szaporodása és hidrofóbicitása komplett YEPD táplevesben B/ A TD04 hártyaképző borélesztő szaporodása és hidrofóbicitása pH 3,3 értékű hártyaképző YEP(D) táplevesben


Hi: Hidrofóbicitási index; N: Sejtkoncentráció

A tenyésztés körülményeit összehasonlítva elmondható, hogy a tápközegek eltérő összetétele [YEPD és YEP(D)] illetve pH értéke (24. ábra) nem volt lényeges hatással a hidrofóbicitás alakulására. A hártyaképző táplevesben való tenyésztés esetén a beoltáskori hidrofóbicitás kismértékben nőtt, majd a gyorsulási fázisban csökkent, azonban nem érte el a beoltáskori hidrofóbicitási értéket. A hártyaképző tápleves esetén nem lehetett a komplett táptalajnál tapasztalt lag fázis utáni hidrofóbicitás csökkenést megfigyelni, aminek következtében a sejtek nagyobb hidrofóbicitással rendelkeztek a komplett táptalajban tenyésztett sejteknél.

5.8.3. Enzimek hatása a hidrofóbicitásra


Valószínű, hogy a flokkulációban résztvevő lektinekhez hasonlóan a hártyaképzésben is a sejtfal felületi rétegében lokalizált hidrofób fehérjék játszanak kulcsszerepet. Ennek ellenőrzése érdekében, különböző enzimes kezelések hatását vizsgáltam a hidrofóbicitás alakulására


Az enzimekkel való kezelés egyértelműen kimutatta, hogy a sejtfelszín hidrofóbicitásáért fehérjék felelősek, mivel a felszín hidrofóbicitása erősen csökkent, illetve egyes esetekben hidrofillé is vált a fehérjebontó és sejtfaloldó enzimek hatására (25. ábra).
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25. ábra: A TD04 hártyaképző törzs hidrofóbicitásának változása különböző enzimes kezelések 


hatására


Hi: Hidrofóbicitási index

5.8.4. Borélesztők Lewis sav-bázis kölcsönhatásának meghatározása


A borélesztő törzsek elektron donor/elektron akceptor (sav-bázis) tulajdonságának a meghatározását MATS módszer segítségével (4. 5. 12. fejezet) végeztem el, melynek során a sejteket vizes fázisban szuszpendáltam, majd különböző szerves oldószerek hozzáadása és erőteljes keverése után néztem a sejtek megoszlását a két fázis között. A mérésekhez a hexadekán és kloroform, illetve a dekán és etil-acetát oldószer párokat választottam. A hártyaképző törzsek affinitása mind a dekánnal, mind a hexadekánnal szemben nagy (26. ábra), ami megerősíti a xilollal kapott eredményeket, miszerint a hártyaképzők sejtjei erősen hidrofóbok. Az affinitás értéke a két nem hártyaképző borélesztő esetén 40 % alatt van, tehát hidrofilnek tekinthetőek. A vizsgált törzsek mindegyikének nagyobb az affinitása a kloroformmal szemben, mint az etil-acetáttal szemben, ami ezen törzsek elektron donor jellegére utal. A hártyaképző törzsek affinitása kiemelkedően nagy a kloroformmal szemben.
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26. ábra: Borélesztők affinitása különböző oldószerekhez

5.9. Az adhéziós képesség és az invazív növekedés vizsgálata


Számos mikroorganizmus képes különböző felszíneken bevonatot képezni, amit biofilmnek hívnak. A baktériumok biofilm képző képességét polisztirolhoz való tapadásuk alapján becsülik meg. Reynolds és Fink (2001) kutatásai szerint a S. cerevisiae is képes hozzátapadni polisztirol felülethez. A műanyaghoz rögzült sejtek ismételt mosásra sem távolíthatók el. Emellett számos tanulmány számolt be az élesztők nitrogén limitációra bekövetkező álhifás növekedéséről, amely során az álhifák képesek behatolni a táptalajba (invazív növekedés).


A hártyaképző élesztők a táplevesben rendelkezésre álló glükóz kierjesztése után, a hártyaképzés előtt átmenetileg a tápleves aljára lesüllyednek. A TD01.2 és a TD04 hártyaképző törzs hártyaképzését polisztirol petricsészében kivitelezve, a petricsészék alján lévő sejtek vizsgálata alapján elmondható, hogy a lesüllyedt sejtek a polisztirolhoz hozzátapadtak, onnan gyenge vízsugárral mosva nem távolíthatóak el. Ez is megerősíti a sejtek hidrofób jellegét, ugyanis a polisztirolhoz való adhéziót gyakran alkalmazzák a sejtfelszíni hidrofóbicitás mérésére (Rosenberg et al., 1980).


A hártyaképző élesztők folyadékban való szaporításakor gyakran megfigyelhető jelenség az élesztősejtek növekedése a kémcső falán, ami szerepet játszhat a sejteknek a folyadékfelszínre való feljutásában. A folyamat ellenőrzéséhez a tenyésztést egy, a folyadékban ferdén elhelyezett fedőlemez jelenlétében végeztem. A tenyésztés különböző fázisaiban a fedőlemezhez tapadt sejteket vizsgálva a fedőlemez alsó felszínén nem találtam rögzült sejteket csak a fedőlemez felső felületén (27. ábra).



27. ábra: Az üveghez való adhézió kísérleti elrendezése (A), illetve a TD04 törzs adhéziója üveghez B/ 1. nap C/ 2. nap D/ 3. nap

A hártyaképző élesztőtörzsek esetében a rögzülés mechanizmusa feltételezhetően ugyanaz, mint a polisztirolhoz való adhézió esetében, azaz a ferdén elhelyezett fedőlemez felszínére leülepedő sejtek hozzátapadtak az üveghez, ami a polisztirolhoz való adhézióhoz hasonlóan hidrofób kölcsönhatás jelenlétére utal. A tenyésztés során a kémcső falán megjelenő vékony élesztősejt réteg pedig csak a kémcső helyzetének a függőlegestől kismértékben való eltérésére vezethető vissza.


A hártyaképző élesztőgombák táptalajhoz való adhéziójának illetve invazív növekedésének vizsgálatához, a törzseket a táptalajra való felvitel után 3 napig tenyésztettem, majd az agar felszínét gyenge sugarú csapvízzel mostam. A hártyaképző borélesztők a 02/62.1 és a 02/62.2 törzsek kivételével nem voltak eltávolíthatóak a táptalaj felszínéről (28. ábra). A vizsgálat során nem lehetett az élesztősejteknek a táptalajba való penetrációját vagy álhifás növekedést megfigyelni, a sejtek adhéziója elégnek bizonyult a táptalajhoz való rögzüléshez. A negatív kontrollként alkalmazott élesztők (PM 322 és Badacsony1 jelzésű borélesztők, CBS 1171 S. cerevisiae típustörzs, S288c labortörzs) telepei kivétel nélkül lemosódtak, míg a pozitív kontrollként alkalmazott YHUM 272-es invazív törzs (van Dyk et al., 2003) a hártyaképzőkhöz hasonlóan a táptalajhoz rögzült. A TD04-es törzs haploid szegregánsait vizsgálva nem tapasztaltam eltérést a diploid szülő és haploid utódok adhéziója között.




28. ábra: Példa élesztőgombák tápagarhoz való adhéziójának vizsgálatára. 


A/ telepek morfológiája agarlemezen B/ telepek eltávolíthatósága vízsugárral való mosással

1. B1*, 2. B3*, 3. TD01.2*, 4. TD04*, 5. M4.1*, 6. 02/62.1*, 7. CBS 1171, 8. CBS 380, 9. S288c, 10. PM 322, 
11. Badacsony1, 12. YHUM 272 


*: hártyaképző borélesztők

5.10. A hidrofóbicitás és a hártyaképzés alakulása aszpirin jelenlétében


Az aszpirin kis koncentrációban bizonyítottan gátolja mind a patogén élesztőgombák biofilm képzését (Alem és Douglas, 2004), mind pedig a flokkulens sejtek aggregálódását (Strauss et al., 2005). A szilárd felszínen történő biofilm képzés, a flokkuláció, valamint a folyadék felszíni hártyaképzés eltérő mechanizmusokkal történik, de mindegyik folyamatban sejtfelszíni molekulák játszanak szerepet. Kock és mtsi. (2000) kapcsolatot mutatottak ki a flokkuláció és a sejtfelszíni oxilipinek jelenléte, valamint a sejtek hidrofóbicitása között. Ennek tükrében érdemesnek láttam az aszpirin hártyaképző sejtek hidrofóbicitására és hártyaképzésére gyakorolt hatásának tanulmányozását. Az aszpirin hatásának vizsgálatához a hártyaképző sejteket 0; 0,1; 0,25; 0,5 illetve 1 mM aszpirint tartalmazó YEPD táplevesben előtenyésztettem. A tenyésztést követően a sejtek hidrofóbicitását meghatározva nem találtam különbséget az eltérő feltételek mellett szaporított sejtek esetében. Az előtenyésztést követően a sejteket 0; 0,1; 0,25; 0,5 illetve 1 mM aszpirint és 6 % etanolt tartalmazó YEP(D) táptalajba átoltottam és a hártyaképzést 1 héten keresztül nyomon követtem. Az aszpirin nem gátolta a hártyaképzést az alkalmazott koncentrációkban, sőt a 0,1 mM illetve a 0,25 mM aszpirin jelenléte az előtenyésztés során fokozta a hártyaképzés gyorsaságát. Ezen eredményekből arra lehet következtetni, hogy az oxilipineknek nem játszanak szerepet a Saccharomyces cerevisiae által képzett hártya kialakításában.

5.11. Hártyaképző élesztőgombák sejtfalfehérjéinek analízise


Mivel a hártyaképzésben kulcsszerepe van a sejtfalfehérjéknek, ezért célul tűztem ki a hártyaképző és a nem hártyaképző S. cerevisiae törzsek sejtfal fehérjéi közötti eltérések vizsgálatát. A sejtfalfehérjék vizsgálatához kivontam mind a kovalensen, mind a nem-kovalensen kötődő fehérjéket. A hártyaképző élesztők poliakrilamid gélen elválasztott fehérjemintázatát a SEY6210 labortörzs mintázatához hasonlítottam. Az SDS-sel kivonható nem-kovalensen kötődő és a glükanázzal kivonható kovalensen kötődő (GPI-kötődésű) fehérjék mintázata között nem találtam különbséget. A NaOH-dal kivonható kovalensen kötődő (PIR fehérjék) fehérjék közül a Ccw8p és a Ccw11p mérete a labortörzs és a hártyaképzők esetében megegyezett, azonban a hártyaképző törzsekben a kb. 117 kDa nagyságú Ccw7p/Pir2p/Hsp150p nem volt kimutatható (29. (A) ábra). Egyedül a TD04 törzs estében lehetett egy a Ccw7p méretével nagyjából megegyező méretű (kb. 115 kDa) fehérjét kimutatni. Megjelent viszont az összes hártyaképző élesztő esetében egy kb. 
87 kDa nagyságú többlet fehérjesáv. Annak ellenőrzésére, hogy ez az újonnan megjelent 
87 kDa nagyságú fehérje egy eddig ismeretlen fehérje-e, vagy csak a Ccw7p egy módosulata, az izolált fehérje N-terminális részét megszekvenáltattam. Az eredményként kapott aminosav szekvenciát (AAXQIGDXEVQA) összehasonlítottam a Saccharomyces cerevisiae S288c törzs SGD adatbankban található aminosav szekvenciájával (http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/seqTools) Ez alapján a kapott szekvencia a Ccw7p N-terminális szekvenciájának felelt meg. A fehérje kisebb molekulaméretének egyik oka az kisebb glikozilációs szint lehet, ezért az elektroforézissel elválasztott fehérjék szénhidrát oldalláncait megfestettem (Zacharius et al., 1969) (29. (B) ábra). A fehérje sávok azonos intenzitással festődtek, tehát a méretkülönbség nem a fehérje eltérő glikoziláltságára volt visszavezethető.



29. ábra: Hártyaképző élesztőgombák NaOH-dal kivonható sejtfalfehérjéi

1. SEY6210, 2. TD04*, 3. B1*, 4. B4*, 5. TD01.2*, 6. M4.1*, 7. 02/62.1* 

*: hártyaképző borélesztők

5.12. A CCW7/HSP150 gén vizsgálata


Annak ellenőrzésére, hogy a hártyaképzők esetében tapasztalt kisebb Ccw7p/Hsp150p méret a CCW7/HSP150 gén kisebb méretére vezethető-e vissza, a HSP150 génre egy specifikus primer-párt terveztem (SGD adatbank Web Primer programja). A tervezett primer-pár:


forward primer [C7-f]: CTACTACATTGGCCGCCTATGCTC és


reverse primer [C7-r]: CGATAGCTTCCAAGTGGACTGGAG) segítségével a 1242 bp nagyságú HSP150 génből elvileg egy 1185 bp nagyságú rész szaporítható fel PCR segítségével. A SEY6210 és az S288c labortörzsek, valamint a borélesztők PCR termékeinek méretét összehasonlítva (30. ábra), csak a SEY6210 és a Badacsony1 jelű törzs esetében kaptam az S288c törzzsel megegyező méretű terméket. Az összes hártyaképző élesztőgomba egy rövidebb, 1015 bp-os PCR terméket eredményezett. Két törzs esetében azonban egy további termék jelent meg a PCR reakció során. Az egyik törzs a TD04, amelynél egy nagyobb (1140 bp) termék keletkezett, már a sejtfalfehérjék vizsgálatakor is két fehérje sávot mutatott (29. ábra). A másik törzs a B8 jelű hártyaképző volt, amely esetében a hártyaképzőkre jellemző PCR termék mellett egy kisebb, 
890 bp-os termék is megjelent. A vizsgálat során a nem-hártyaképző borélesztők HSP150 génjenek felszaporításával kapott amplikonok nagymértékű hossz polimorfizmust mutattak az 1015 bp és 1500 bp méret közötti intervallumban. A 17 nem hártyaképző borélesztő közül öt törzs (I/11/A, II/0/7, I/4/12, I/5/A, II/5/1) szintén heterozigóta volt a CCW7 génre nézve, míg két törzs (a PM 322, illetve a 34/1.03) a hártyaképző törzsekre jellemző 1015 bp-os PCR terméket eredményezett.








30. ábra: Borélesztők HSP150 szekvenciájának polimorfizmusa


1. Marker, 2. S288c, 3. SEY6210, 4. PM 322, 5. Badacsony1 6. B1*, 7. B3*, 8. B4*, 9. B5*, 10. B8*, 
11. B16*, 12. B22*, 13. TD01.1*, 14. TD01.2*, 15. TD03*, 16. TD04*, 17. TD05*, 18-19. Marker, 20. M2.1*,
21. M2.2*, 22. M4.1*, 23. M4.2*, 24. M7.1*, 25. M7.2*, 26. M10*, 27. M21*, 28. M17.1*, 29. M17.2*,
30. M12.1*, 31. M12.2*, 32. 02/62.1*, 33. 02/62.2*, 34. CBS 1170, 35. CBS 380, 36-37. Marker, 38. S288c,
39. M2.1*, 40. I/0/A, 41. I/0/B, 42. I/11/A, 43. II/0/7, 44. I/4/3, 45. I/4/12, 46. I/5/A, 47. I/8/D, 48. I/10/D,
49. II/4/6, 50. II/5/1, 51. I/3/10, 52. I/10/3, 53. IV/8/z2, 54. 34/1.03, 55. Marker

*: hártyaképző borélesztők

5.12.1. A HSP150 gén RFLP analízise


A HSP150 szekvencia polimorfizmusának megállapítása érdekében elvégeztem a felszaporított termékek RFLP analízisét az RsaI, a HaeIII és a KpnI restrikciós endonukleázokkal. A gélképek alapján készített kombinált dendogramot a 31. ábra mutatja.












31. ábra: Borélesztők HSP150 génjének RFLP dendogramja. A hártyaképző törzseket * jelöli.


A dendogram alapján a törzsek két fő csoportot alkotnak (1. és 2.), amelyek 40 % hasonlósági szintnél válnak el. A hártyaképző élesztőgombák az 1. csoportba tartoznak, egymással 100 % hasonlóságot mutatva. Ez alól csak a TD04 és a B8 törzsek képeznek kivételt, amelyek kettős PCR terméket eredményeztek, ezáltal bár az 1. csoportba tartoznak, de a többi hártyaképzőtől 
70 % hasonlósági szintnél elválnak. Három nem-hártyaképző élesztőgomba kivételével a nem-hártyaképzők a 2. csoportba tartoznak. A három kivétel közül kettő törzs (PM 322 és 34/1.03) a HSP150 gén RFLP analízise szerint teljesen megegyezik a hártyaképzőkkel. A harmadik törzs (I/3/10) mind a két csoporttól egyértelműen elkülönül, ezen törzs már a gélelektroforézis során is kiugró méretű PCR terméket mutatott (1500bp).


5.12.2. A HSP150 gén polimorfizmusának meghatározása szekvenálással


A HSP150 allélok nukleotid és aminosav szekvencia polimorfizmusának vizsgálatához megszekvenáltattam az S288c labortörzs, és az RFLP analízis alapján az 1. klaszterba tartozó B1, TD01.2 és M4.1 hártyaképzők, valamint a velük hasonlóságot mutató PM 322 és 34/1.03 borélesztő törzsek HSP150 génjének amplikonjait. A 32. ábrán látható a szekvencia alapján lefordított aminosav sorrend.

Az összes vizsgált törzs a Pir génekre jellemző tulajdonságot mutatta, mivel számos tandem ismétlődést tartalmaztak, amelyek egy hosszú, ismétlődő szekvenciákat tartalmazó régiót eredményeztek a HSP150 génen belül. Az ismétlődő szekvenciák eltéréseket mutattak a vizsgált törzsek között. Az S288c labortörzs szekvenciája megegyezett a S. cerevisiae adatbankban (http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/seqTools) található szekvenciával. A hártyaképző és nem-hártyaképző borélesztők esetében egyaránt az ismétlődő régión belül két szegmens hiányzott, a közelebbi egy 144 bp-os a távolabbi egy 57 bp-os deléciónak felelt meg. Az összes vizsgált fehérje tartalmazta a Kex2 proteáz hasítási helyet. A borélesztők Hsp150p aminosav szekvenciája a deléciókon kívül a következő helyeken mutatott még eltérést az S288c törzs szekvenciájához képest: az első és a tizenegyedik ismétlődő szekvenciában szerin (S) található a treonin (T) helyett, illetve a hatodik ismétlődő szekvenciában izoleucin (I) található a valin (V) helyett. Ezen felül az ötödik ismétlődő szekvenciában egy izoleucin (I) és valin (V) váltakozást lehet megfigyelni. A vizsgált 5 borélesztő a szekvencia alapján két csoportba tartozik: (i): B1, PM 322, TD01.2 és (ii) 34/1.03, M4.1.

Az RFLP analízis alapján a 2. klaszterba tartozó nem-hártyaképző borélesztők közül az I/0/A és az I/0/B törzsek lettek kiválasztva szekvenálásra, ugyanis annak ellenére, hogy azonos RAPD csoportba tartoznak, eltérő HSP150 allélt hordoznak. Az I/0/A törzs által hordozott allél másik négy (I/8/D, I/4/6, I/10/3 és IV/8/z2), míg az I/0/B által hordozott allél másik három borélesztőben (I/4/3, I/10/D és Badacsony1) is jelen van. Az I/0/B által hordozott allél ezen felül még 4 borélesztőben is kimutatható egy kisebb alléllal való kombinációban (I/11/A, II/0/7, I/4/12 és I/5/A). A két törzs Hsp150p aminosav szekvenciája a 33. ábrán látható az S288c és az egyik hártyaképző szekvenciájához hasonlítva. Mindkét megszekvenált borélesztő a hártyaképzőkre jellemző változásokat mutatja. Az egyetlen különbség, hogy a hártyaképzőknél hiányzó 3. ismétlődő szekvenciát tartalmazzák, méghozzá különböző kópiaszámban, amelynek következtében kialakul a HSP150 gén hossz-polimorfizmusa.
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S288C

GPPPQAGAIY AAGWSITPDG NLAIGDNDVF YQCLSGTFYN LYDEHIGSQC TPVHLEAIDL IDC


PM322
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34/1.03

GPPPQAGAIY AAGWSITPDG NLAIGDNDVF YQCLSGTFYN LYD

B1*

GPPPQAGAIY AAGWSITPDG NLAIGDNDVF YQCLSGTFYN LYD

M4.1*

GPPPQAGAIY AAGWSITPDG NLAIGDNDVF YQCLSGTFYN LYD

TD01.2*

GPPPQAGAIY AAGWSITPDG NLAIGDNDVF YQCLSGTFYN LYD

32. ábra: Borélesztők Hsp150p aminosav szekvenciája. Sárgával kiemelve a Kex2 proteáz hasítási hely látható. A hártyaképző törzseket * jelöli.
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33. ábra: Nem-hártyaképző borélesztők Hsp150p aminosav szekvenciája. Sárgával kiemelve a Kex2 proteáz hasítási hely látható. A hártyaképző törzset * jelöli.

5.12.3. A HSP150 allélok szegregációja


Egyes borélesztők esetében a HSP150 gén felszaporítása esetén kettős PCR termék keletkezett, amely eltérő méretű allélok jelenlétére utalt. Ilyen törzs a TD04 hártyaképző borélesztő is, amely törzsből meiotikus szegregánsokat izoláltam. A szegregánsok HSP150 génjének C7-f és a C7-r primer-pár segítségével felszaporított PCR-termékeire látható példa a 34. ábrán.

A diploid törzsben jelen lévő allélok a spórázás során szegregáltak, az utódok vagy csak a rövidebb (1015 bp), vagy csak a hosszabb (1140 bp) gént tartalmazták. A szegregálódó allélok és a spórák csökkent életképessége között nem találtam összefüggést, továbbá mindkét típusú szegregáns megtartotta hártyaképző képességét és hasonló sejtfal hidrofóbicitási értékkel rendelkezett.







34. ábra: A HSP150 gén szegregációjának vizsgálata a hártyaképző TD04 törzs esetében (2, illetve 3 túlélő spóra aszkuszonként), az egy aszkuszból származó haploidokat piros kapcsos-zárójellel jelöltem

1. Marker (100bp-os létra), 2. TD04 diploid, 3. 1a, 4. 1b, 5. 2a, 6. 2b, 7. Marker (100 bp-os létra), 8. TD04 diploid, 9. 4a, 10. 4b, 11. 4c, 12. 5a, 13. 5b, 14. 5c, 15. 6a, 16. 6b, 17. 6c

Két eltérő allélt hordozó szegregáns (1a és 1b) HSP150 génjének megszekvenálása, majd a kódolt aminosav sorrend alapján (35. ábrán) kiderült, hogy a kisebb méretű (1015bp) allélt hordozó 1b szegregáns 100 % hasonlóságot mutat a 34/1.03 és az M4.1 törzsek alkotta csoporttal. Az 1a szegregáns az 1b-hez képest egy 135 bp-os insercióval rendelkezik az 5. ismétlődő szakaszon belül. Az inserció (az ábrán aláhúzással jelölve) a gén 250-as és 385-ös nukleotidja közötti szekvenciával azonos, feltehetőleg az inserció ezen régió duplikációjával jött létre.
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M4.1*

DNDVFYQCLSGTFYNLYD                     


TD04/1b*
DNDVFYQCLSGTFYNLYD                     


TD04/1a
*
DNDVFYQCLSGTFYNLYD                     

35. ábra: A TD04 szegregánsok Hsp150p aminosav szekvenciája. Sárgával kiemelve a Kex2 proteáz hasítási hely látható. A hártyaképző törzseket * jelöli. Az aláhúzás az inserciót, míg a szaggatott vonallal a duplikációra kerülő régiót jelöli. 

6. KÖVETKEZTETÉSEK

6.1. A hártyaképző élesztőgombák fiziológiai jellemzése


A hártyaképzés, valamint a hártyaképző élesztők anyagcseréje speciális körülmények között zajlik. Vizsgálataim szerint az élesztők teljes mértékben adaptálódtak a bor felszínén való szaporodáshoz. A sherry borok esetében a hártyaképzés csak száraz borok felszínén következik be, míg a szamorodni boroknál egyes esetekben édes borok felszínén is meg lehetett figyelni összefüggő élesztőhártya kialakulását. A glükóz koncentráció szaporodásra gyakorolt hatása nem különbözött a száraz, illetve az édes szamorodniból származó izolátumok esetében, sőt a törzsek hozama az eltérő koncentrációk esetében a borok erjesztését végző borélesztők hozamával mutatott hasonlóságot, ami arra utal, hogy a magyar hártyaképző borélesztők is képesek lehetnek a mustot borrá kierjeszteni, hasonlóan a spanyol Sherry borok készítésénél használt flor élesztőkhöz. Valószínű, hogy a must erjedésénél szuszpenzióban nőve erjesztenek, majd az alkoholos fermentáció lezajlása után a felszínre felemelkedve és hártyát kialakítva oxidatív metabolizmust folytatnak. A különböző glükóz koncentrációknak egyedül a hártyaképzés idejére volt eltérő hatása, ugyanis az édes borból származó izolátum hártyaképzése kis glükóz koncentrációk esetében (10-75 g/l) kitolódott. A borok 12 % körüli etanol koncentrációja a hártyaképző élesztők szaporodását lassítja, de a gyors hártyaképzést nem gátolja. A hártyaképző törzsek kivétel nélkül képesek túlélni még a 18 %-os etanol koncentrációt is, igaz, ilyen nagy koncentrációnál a hártyaképzés elmarad. Ebből a szempontból a szamorodni hártyaképzők hasonlóak a sherry törzsekhez, például az oloroso borok alkoholtartalmát az oxidatív érlelés előtt 18 %-os értékre állítják be, hogy meggátolják a hártyaképző élesztők aktivitását (Botella et al., 1990). A szaporodás és a hártyaképzés pH optimuma a legtöbb Saccharomyces számára optimálisnak tartott 5-ös értéknél kisebb és megfelel a borok pH értékének.


A savas pH értékek kedvező hatással vannak a hártyaképzők sejtfelszínének hidrofób jellegére, amely szerepet játszhat a sejtek hártyává való összeállásában (Alexandre et al., 1998). A nem-hártyaképző élesztők felszíne minden pH érték esetében hidrofilnek bizonyult. A sejtek hidrofóbicitását sejtfelszíni zsírsavak is okozhatják, ugyanis Iimura és mtsi. (1980b) kimutatták, hogy lúggal való kezelés, amely a sejtfelszínen lévő zsírsavakat távolítja el, a hidrofóbicitást erősen csökkenti. Vizsgálataim szerint a hártyaképző élesztők sejtfelszíne lúgos pH érték esetén szintén hidrofil. Az aszpirin – amely gátolja a hidroxi-oxilipinek képződését (Alem és Douglas, 2004) – nem okozott változást a sejtek hidrofóbicitásában és a hártyaképzésre sincs negatív hatással, tehát kizárható az oxidált zsírsavak szerepe a hártyaképzők sejtfelszínének hidrofóbicitásában. Kimutatták, hogy a nagy hidrofób értékeket leggyakrabban a sejtfalhoz kapcsolódó fehérjék okozzák (Kang és Choi, 2005), ezt alátámasztja, hogy fehérjebontó enzimek hatására a sejtfelszín hidrofóbicitása erősen csökken, egyes esetekben hidrofillé is válik. A hártyaképzésben és a hidrofóbicitás kialakításában feltételezhetően más fehérjék vesznek részt, ugyanis a hártyaképzés előtt nem lehet megfigyelni a hidrofóbicitás emelkedését, mint pl. a flokkulációnál.

A hártyaképző élesztők erős adhezív tulajdonsággal rendelkeznek, képesek mind a táptalaj, mind a polisztirol anyagokhoz, valamint az üveghez hozzátapadni, ezen adhéziós képesség hidrofób kölcsönhatások jelenlétére utal a sejt és a környezete között. Továbbá a FLO11 gén túl-expresszáltságára lehet következtetni, ugyanis az adhezív tulajdonság elsősorban haploid sejteknél figyelhető meg. A diploid sejtek adhéziója kisebb mértékű (Reynolds és Fink, 2001), azonban ez a képesség a FLO11 túl-expresszáltatásával javítható (Lo és Dranginis, 1998).


Az általam vizsgált hártyaképző élesztőgombák mindegyike képes volt spórázásra. Ez megegyezik Magyar (1984), valamint Guijo és mtsi. (1997) megfigyeléseivel, viszont eltér a Martinez és mtsi. (1995) által vizsgált hártyaképző élesztőktől, amelyek egyáltalán nem spóráztak. A tokaji hártyaképző törzsek spórázó képessége jelentősen eltért, sok volt az aberráns tetrád, azaz a létrejött aszkuszokban eltérő számú (1, 2, 3 és 4 db) haploid spóra keletkezett. A spórák életképessége nagyon kicsi, a spórák 27 % volt csak képes telepet képezni, ennek ellenére sikerült aszkuszonként nemcsak egy, hanem két vagy három életképes spórát is izolálnom. Az izolált haploidok esetében a hártyaképzés képessége nem szegregálódott, mint a Santa Maria és Vidal (1973) által vizsgált törzs esetében. Emellett a haploidok sejtfelszíne megőrizte a diploid szülőre jellemző, magas hidrofób értéket és az adhezív tulajdonságot.


A sherry borok populáció dinamikájával foglalkozó tanulmányok megtartják a Saccharomyces cerevisiae flor élesztők fiziológiai tulajdonságokon alapuló négy változatba való elkülönítését. Az általam vizsgálat tokaji szamorodni felületéről származó hártyaképző élesztők jelentős része (83 %) a cukorerjesztési spektrum alapján a S. cerevisiae var. beticus változatához tartozik. Ez megegyezik Sancho és mtsi. (1986), valamint Martinez és mtsi. (1997a) vizsgálatainak eredményeivel, amelyek alapján a sherry érlelése folyamán a hártyából izolált élesztőgombák között a S. cerevisiae var. beticus dominált. 

Martinez és mtsi. (1995) összefüggést találtak a flor S. cerevisiae különböző fiziológiai változata és killer toxin érzékenysége között. A tokaji borvidékről származó hártyaképző élesztőgombák ezt a különbséget nem mutatták, egy törzs kivételével (TD01.1) nem voltak érzékenyek a S. cerevisiae K1, K2, KTA és K28 killer toxinokra. A vizsgált flor élesztők szintén rezisztensek voltak a killer-toxinra. Míg a szamorodniról származó hártyaképzők között nem találtam toxin-termelő törzset, a külföldi flor élesztők közül a moldáviai (B3) flor élesztő toxintermelő törzsnek bizonyult.

6.2. A hártyaképző élesztőgombák taxonómiai helyzete és molekuláris jellemzése


A tokaji szamorodni felületén lévő hártyából izolált hártyaképző élesztők valamennyien a 
S. cerevisiae fajhoz tartoztak, mint azt az rDNS RFLP és RAPD analízis bizonyította. Ez megegyezik Martinez és mtsi. (1997a) vizsgálati eredményeivel, akik a sherry hártyából 95 %-ban a S. cerevisiae fajhoz tartozó törzseket izoláltak. A RAPD-PCR analízis során valamennyi hártyaképző törzs nagyfokú (86 %-os) hasonlóságot mutatott a S. cerevisiae típustörzzsel, egymással pedig 100 %-ban megegyező mintázatot adtak, valamennyi RAPD primer esetében. Utóbbi eredmény a hártyaképző törzsek izogénikus voltára utal.


Fernandez-Espinar és mtsi. (2000) sherry flor élesztőket tanulmányozva kimutattak az rDNS ITS1 régiójában egy 24 bázispáros deléciót. Vizsgálataik alapján ajánlották, hogy csak az általuk leírt „flor mintázatot” mutató élesztőket lehessen hártyaképző élesztőknek tekinteni. A tokaji szamorodniból izolált hártyaképző élesztők rDNS-ét RFLP és heteroduplex analízissel vizsgálva megállapítottam, hogy a Tokaj régióból származó izolátumok jelentős része polimorf ITS1 régióval rendelkezik. Ezen törzsek genomja két eltérő típusú rDNS-t hordoz: 24 bp-os deléciót tartalmazó, valamint a deléciót nem tartalmazó ITS1 régiót. A három vizsgált külföldi flor élesztő (B1, B3 és B8) is tartalmazza a deléciót. A B1 spanyol sherry törzs polimorf rDNS-sel rendelkezik, a B8-as kaliforniai törzs szintén, azonban ebben az esetben a különböző típusú rDNS-ek eltérő arányban fordulnak elő. Egyedül a B3 moldáviai hártyaképző törzs mutatta a Fernandez-Espinar és mtsi. (2000) által leírt flor mintázatot. Három szamorodni hártyaképző törzs (B4, B5 és a B22) azonban nem tartalmazza a 24 bp-os deléciót, ami arra utal, hogy a hártyaképzők fejlődése több vonalon történt, ezért régiónként eltérhet a genomjuk.


A TD04 diploid törzs meiotikus szegregánsainak rDNS régióját vizsgálva a két különböző típusú rDNS nem szegregálódott, tehát az eltérő rDNS szekvenciák minden XII-es kromoszómán kombinációban fordulnak elő. A polimorf ITS1 régió megjelenése, valamint a deléció „hiánya” egyes törzsekben a genom újrarendeződésére vagy különböző törzsek hibridizációjára utal, amelynek során azonban a hártyaképződéshez szükséges gének/allélok megmaradtak.


6.3. Hártyaképző élesztőgombák sejtfalszerkezetének jellemzése


A hártyaképző törzsek sejtfalfehérjéinek mintázatát a jól jellemzett SEY6210 labortörzs fehérjemintázatával összehasonlítva egyedül a Ccw7p/Pir2p/Hsp150p méretében találtam különbséget, amely fehérje a Pir-fehérjék családhoz tartozik, és a sejtfal lúgos kezelésével vonható ki. Molekuláris analízissel kimutattam, hogy a méretbeli különbség a HSP150 gén repetitiv régiójában bekövetkező deléció következménye, amely a S. cerevisiae S288c törzsnél 11 ismétlődő szekvencia egységet tartalmaz. Habár még nincs tisztázva, hogy van-e kapcsolat ezen Pir-fehérje deléciója és a sejtfelszíni tulajdonságok, valamint a hártyaképzés között, mindenesetre figyelemre méltó, hogy a hártyaképzők HSP150 génje ugyanazt a szekvencia módosulást hordozza. Ez a megfigyelés főleg annak tekintetében meglepő, hogy a hártyaképző izolátumok különböző országokból származnak (Magyarország, Spanyolország, Moldávia, USA). Ráadásul a hártyaképző borélesztőkkel ellentétben a nem hártyaképző borélesztők HSP150 génje nagyfokú méret polimorfizmust mutat. Számos borélesztő heterozigóta a HSP150 génre, feltehetőleg az egyes kromoszómák különböző hosszúságú allélokat hordoznak, amely allélok minden esetben hosszabbak a hártyaképző élesztőgombákban található HSP150 allélnál. Ezen eredmények alátámasztják a HSP150 gén alkalmazhatóságát borélesztő törzsek tipizálására (Marinangeli et al., 2004b).


A TD04 diploid heterozigóta hártyaképző törzs analízise kimutatta, hogy a hosszabbik HSP150 allél két extra ismétlődő szakaszt tartalmaz, amely a gén egy 135 bp-os régiójának intragénikus duplikációval jött létre, feltehetőleg a replikáció során fellépő szálcsúszás során. Számos sejtfelszíni fehérje tartalmaz ismétlődő szakaszokat (Verstrepen et al., 2005), amelyek száma törzsenként eltérhet az ismétlődő szakaszok gyakori rekombinációjának köszönhetően. Ez a variabilitás szerepet játszhat egyes sejtfelszíni tulajdonságok, mint pl. a hidrofóbicitás, flokkuláció vagy patogenitás megváltozásában (Klis et al., 2006). Ennek ellenére a Pir2p feltételezhetően nem járul hozzá közvetlenül a sejtfelszín hidrofób jellegének kialakításához, ugyanis a nem hártyaképző PM 322 és a 34/1.03 törzs felszíne hidrofil tulajdonságú annak ellenére, hogy a hártyaképző borélesztőkkel megegyező szekvencia módosulást tartalmazza.

Alexandre és mtsi. (2000) a francia hártyaképző élesztők esetében egy 49 kDa nagyságú GPI-kötődésű hidrofób fehérjéről tudósítottak, amely egy másik Pir-fehérje, a Ccw5p/Pir4p méretére hasonlított. Annak ellenére azonban, hogy munkám során én is az ő általuk használt módszerrel dolgoztam, nem tudtam kimutatni a hártyaképzők glükanáz extraktumában ezt a fehérjét. A magyarázat lehet egyrészt az, hogy az általam vizsgált törzseknél a megfelelő fehérje molekula tömege eltért, esetleg kisebb mennyiségben termelődött vagy pedig a fehérje nagyrésze kiválasztódott a tápközegbe.

6.4. Az elért kutatási eredmények gyakorlati vonatkozásai


Korábbi kutatási eredmények bizonyították, hogy a hártyaképző élesztőgombák fontos szerepet játszanak a Tokaji Szamorodni biológiai érlelésében, mivel anyagcseréjükkel hozzájárulnak ezen borok elvárt érzékszervi tulajdonságainak kialakulásához. Eredményeim szerint a Tokaji Borvidéken honos hártyaképző S. cerevisiae élesztőgombák azonosságuk mellett jelentős különbséget is mutatnak a Sherry illetve Sherry-típusú borok érlelésében részt vevő ’flor’ élesztőktől. Ezek közül kiemelendő, hogy míg a Sherry és Sherry-típusú borok esetében hártyaképző törzseket kizárólag száraz borokból izoláltak, addig a Tokaji Szamorodni készítésekor hártyaképzés édes borok felszínén is megfigyelhető. Ez a jelenség ellentmond annak az élettani szabálynak, hogy az erjeszthető cukrok represszálják a nem erjeszthető szénforrásokat (pl. glicerin és etanol), ezért az édes borból származó izolátumok tudományos szempontból is újnak számítanak. Gyakorlati alkalmazásuk révén (pl. starter tenyészetként) lehetőség nyílna az édes szamorodni hártya alatti érlelésének irányítására. A hártyaképző és nem-hártyaképző borélesztők azonos sejthozama arra enged következtetni, hogy a Tokaji Borászatokban kiszelektált hártyaképző élesztőgombák starterkultúraként alkalmazhatók lehetnének a Tokaji Szamorodni irányított erjesztésében is. Fontos kérdésként merül fel, hogy a Tokaji Szamorodni spontán erjedése során jelen vannak-e hártyaképző borélesztők, és képesek-e az erjedés során dominánsá válni, vagy csak az erjedés végén, az alkoholtartalom emelkedésével kerülnek előtérbe. Ezért érdemesnek tartanám a szamorodni must főerjedésében részt vevő élesztők populáció dinamikájának részletes tanulmányozását. További kutatási feladat lehet annak vizsgálata, hogy a különböző pincészetekből származó hártyaképző törzsek kompeticióba lépnek-e eltérő paraméterekkel rendelkező szamorodni borokba beoltva és milyen mértékű szelekció játszódik le közöttük, képes-e egy törzs dominánssá válni. Ezen eredmények alapján lehetőség lenne eltérő technológiai tulajdonságokkal bíró starter hártyaképző törzsek kiválasztása és célzott alkalmazása.

7. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK


(1) A tokaji szamorodni felületén kifejlődött élesztőhártyából izoláltam a biológiai érlelésben résztvevő hártyaképző élesztőket, amelyek vizsgálataim szerint a Saccharomyces cerevisiae faj flor változatához tartoznak. Kimutattam, hogy az izolált hártyaképző S. cerevisiae borélesztő törzsek nagyfokú genom szerkezeti hasonlóságot mutatnak.


(2) Megvizsgáltam, hogy a Fernandez-Espinar és mtsi. (2000) által leírt, a sherry flor élesztők rDNS ITS1 régiójában lévő 24 bp-os deléció, mint marker jellemző-e a tokaji borvidékről származó hártyaképző élesztőknél is. Kimutattam, hogy a tokaji borvidékről származó hártyaképző élesztők többsége dimorf rDNS-sel rendelkezik ebből a szempontból, azaz tartalmazzák mind a deléciós, mind pedig a deléció nélküli rDNS-t. Haploid meiotikus szegregánsok segítségével megállapítottam, hogy a dimorfizmus mindkét homológ kromoszómára jellemző.


(3) Meghatároztam a hártyaképzés szempontjából optimális glükóz és etanol koncentrációkat, valamint pH értéket. Kimutattam, hogy a tokaji hártyaképző borélesztők sejtfelszíne erősen hidrofób, míg a nem hártyaképzők sejtfelszíne hidrofil. A hártyaképző sejtek felszínének hidrofóbicitására a szaporodási fázis valamennyi szakaszában közel azonos volt. A hidrofóbicitásra egyedül a pH volt jelentős hatással, a hidrofóbicitás a pH emelésével (pH5-ről pH7-re) jelentősen csökkent. A hidrofób karakter mellett a hártyaképzők sejtfelszíne erős elektron donor tulajdonsággal rendelkezett. Megvizsgálva a hártyaképző élesztők invazív növekedését, illetve adhéziós képességét megállapítottam, hogy képesek a táptalaj, a műanyag és az üveg felületéhez rögzülni, ami hidrofób kölcsönhatások jelenlétének, valamint a FLO11 gén túl-expressziójának tulajdonítható.

(4) Összehasonlítottam a laboratóriumi és a hártyaképző S. cerevisiae törzsek sejtfal fehérjéit. Megállapítottam, hogy a hártyaképző élesztőgombák egyedül a Pir2 fehérje méretében különböznek a laboratóriumi S. cerevisiae törzstől, amely méretbeli különbséget nem a fehérje eltérő glikoziláltsága okozza.

(5) A CCW7/PIR2/HSP150 gén analízisével kimutattam, hogy a hártyaképző élesztőgombák esetében a Pir2 fehérje kisebb mérete a gén kisebb méretére vezethető vissza, valamint a gén szekvencia analízisével megállapítottam, hogy a PIR2 gén ismétlődő régiójában a laboratóriumi S. cerevisiae törzshöz képest három ismétlődő szakasz hiányzik. A PIR2 génre heterozigóta TD04 hártyaképző törzs meiotikus szegregánsait vizsgálva kimutattam, hogy az eltérő méretű allélok szegregálódtak. A gén szekvencia analízise arra utalt, hogy a két eltérő méretű allél a tandem ismétlődéseket tartalmazó gének replikációja során gyakori szálcsúszás eredménye.

8. ÖSSZEFOGLALÁS

A borászati tudományos szakirodalomban számos tanulmány foglalkozik a spanyol és francia sherry, valamint sherry-típusú boroknál a hártya alatti biológiai érlelésében részt vevő Saccharomyces cerevisiae hártyaképző („flor” vagy „velum”) törzsek tulajdonságaival. Vizsgálták ezen törzsek kariotípusát, a mtDNS polimorfizmusát és marker rDNS szekvencia jelenlétét. Kimutatták a flor élesztők hidrofób sejtfelszíni jellegét és a rossz spórázási képességet. Technológiai szempontból meghatározták jelentőségüket a borok összetételének és aromájának alakulásában az érlelés során. A magyarországi tokaji szamorodni érlelése során kialakuló élesztőhártyában jelenlévő élesztőgombákat az utóbbi szempont kivételével azonban eddig még nem vizsgálták.


Munkám során célul tűztem ki, hogy a tokaji szamorodni fahordós érlelése során a felszínen jelenlévő hártyából élesztőgombákat izoláljak, az izolált élesztőgombákat azonosítsam és jellemezzem, valamint ezen tulajdonságokat összehasonlítsam a flor élesztők esetében leírt jellemzőkkel.


Munkám során 3 külföldi (spanyol, moldáv és kaliforniai) sherry élesztő törzset, valamint 23, a Tokaji Borvidékről származó, a szamorodni érlelésében részt vevő hártyaképző élesztőt vizsgáltam.


Eredményeim szerint valamennyi hártyaképző élesztőgomba a Saccharomyces cerevisiae fajhoz tartozik az rDNS-RFLP analízis segítségével végzett molekuláris identifikálás alapján. A szamorodni törzsek többsége (87 %-a) az rDNS ITS1 régiójának heteroduplex analízise szerint dimorfikus rDNS-sel rendelkezik. Tartalmazzák mind a S. cerevisiae S288c szekvencia adatbankban megtalálható rDNS-t (http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/seqTools), mind a Fernandez-Espinar és mtsi. (2000) által leírt, a sherry flor élesztőkre jellemző 24 bp deléciós rDNS-t. A két különböző típusú rDNS mindkét homológ kromoszómán kombinációban fordul elő, mivel a vizsgált törzsnél meiozis során nem szegregálódtak. Emellett a törzsek nagyfokú genomikai hasonlóságára utal, hogy RAPD mintázataik 100 %-os azonosságot mutatnak.


A szamorodni hártyából izolált S. cerevisiae élesztő törzsek összetétele fiziológiai szempontból nagyfokú hasonlóságot mutatnak a sherry és sherry-típusú borok felületén található élesztőhártya élesztőivel a szacharóz, maltóz és galaktóz fermentációs képesség alapján. A tokaji izolátumok mindegyike képes spórázásra, habár jelentős az aberráns tetrádok aránya, valamint a spórák életképessége is kicsi (27 %). Általánosságban elmondható, hogy a tokaji törzsek a Saccharomyces cerevisiae által termelt K1, K2, K28 és KTA killer toxinra érzéketlenek, amely hozzájárulhat a törzseknek az erjedő borban való túléléséhez az esetlegesen toxintermelő borélesztő törzsek mellett. Továbbá elmondható, hogy teljes mértékben alkalmazkodtak a szamorodni borban fennálló környezeti tényezőkhöz, képesek akár 18 % etanol tartalom mellett is túlélni, azonban ilyen nagy etanol koncentráció esetében a hártyaképzés már elmarad. A borok kis pH értéke ideális a hártyaképzők szaporodásához, valamint a hártya kialakításához. Annak ellenére, hogy az élesztőhártya kialakulásának egyik feltétele a bor cukortartalmának alacsony szintre történő csökkenése (Cantarelli és Martini, 1969; Iimura et al, 1980a), az édes tokaji szamorodni érése során is kialakulhat egy vékony hártya a bor felszínén. Eredményeim szerint a száraz és édes szamorodni borok felületéről származó izolátumok szaporodása és sejthozama nem mutat eltérést a különböző glükóz koncentrációk esetében, azonban a hártyaképzés kezdete az édes borból származó izolátumok esetében kissé kitolódik.


A szamorodni hártyaképző törzsek sejtfelszíne savas pH tartományban erősen hidrofób. Ez a nagy hidrofóbicitási érték nemcsak a hártyaképzés során jellemző, hanem a szaporodás minden fázisában. A sejtek hidrofób tulajdonsága valószínűleg elsősorban a sejtfal hidrofób fehérjéinek tulajdonítható. A hidrofób jelleg mellett a törzsek elektron donor tulajdonsággal rendelkeznek. A törzsek képesek hidrofób kölcsönhatások kialakítására, ugyanis képesek nemcsak agar, de polisztirol és üveg felületéhez is hozzátapadni, invazív növekedést azonban nem mutatnak. Valószínű, hogy a hártya kialakulásában is nagy szerepet játszanak a sejtek közötti hidrofób kölcsönhatások.


Különbséget kerestem a S. cerevisiae laboratóriumi törzsek és a hártyaképző borélesztők sejtfal fehérjéi között. A hártyaképző élesztőgombák kisebb, de azonos méretű Ccw7p/Pir2p/Hsp150p sejtfal fehérjét tartalmaznak, mint a laboratóriumi élesztőgomba törzsek, ami nem volt visszavezethető a fehérje glikoziláltságának eltérő szintjére. A Ccw7 fehérje kisebb méretét a kódoló gén rövidebb volta okozta. A hártyaképző élesztőgombák génjének ismétlődő régiójából 3 ismétlődő szakasz hiányzik a S. cerevisiae S288c labortörzshöz képest. A hártyaképző borélesztők többségében a CCW7 gén mérete azonos, azonban egyes esetekben a tandem ismétlődéseket tartalmazó génekre jellemzően, rekombináció következtében eltérő méretű allélok voltak kimutathatók. A hártyaképzőkkel ellentétben a nem-hártyaképző borélesztő törzsek CCW7 génje nagymértékű polimorfizmust mutat, valamint ezen törzsek gyakran heterozigóták erre a génre nézve. A borélesztők számos stressztényezőnek vannak kitéve, amelynek során többek között számos HSP (hősokk fehérje) gén, mint pl. a HSP150 (CCW7) indukálódik. A Ccw7 fehérje ismétlődő aminosav szekvenciájának szerepe van a sejtfal tömöttségének kialakításában azáltal, hogy a β1,3-glükánhoz való kapcsolódásukkal ezeket a molekulákat egymáshoz közelíteni vagy távolítani képesek. Ezenfelül kimutatták, hogy kis pH értékek estében a sejtfalban jelenlévő Ccw7 fehérje mennyisége megnő. További kutatás tárgyát képezheti, hogy a CCW7 gén ismétlődő szekvenciáinak száma hatással van-e a sejtfal szerkezetére illetve erősségére hiperozmótikus, etanol vagy pH stressz esetében.


9. SUMMARY


Several research studies have been performed with the characterisation of the buoyant biofilm (so called “flor” or “velum”) forming Saccharomyces cerevisiae wine yeast strains, which play an important role in the biological aging of Spanish and French sherry and sherry-type wines, respectively. Molecular characteristics like the karyotype analysis, polymorphism of mtDNA and the presence of a marker rDNA sequence of the flor strains have been widely studied. The strong cell surface hydrophobicity and the low spore forming ability of these yeast strains have been already determined. Technological significance of aging in the chemical composition and formation of aromatic compounds of sherry and sherry-type wines has been proved by several research groups. Except the last mentioned aspect, however, the film-forming yeasts involved in the biological aging of the Hungarian Tokaji Szamorodni wine have not been studied at all.


Main objectives of my research work were the isolation of yeasts from the velum of Tokaji Szamorodni, which is developing during aging of wine in oak barrels as well as the identification and characterization of the film-forming strains and comparison of the results obtained with the properties of foreign flor yeasts.


In my study three sherry flor yeasts (originated from Spain, Moldavia and California) and 23 ‘Szamorodni’ film-forming yeast strains (originated form Tokaj Wine District) were involved.


All of the investigated film-forming strains belonged to Saccharomyces cerevisiae according to the results obtained by molecular identification based on the rDNA-RFLP analysis. Most of the strains (87 %) possessed dimorphic rDNA as it has been proved by heteroduplex analysis of the rDNA-ITS1 region. The genomes of these strains contained two different alleles of rDNA. The DNA sequence of the first type of alleles was identical with that of deposited in the S. cerevisiae sequence databank (http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/seqTools) and the other type was identical with the sequence described by Fernandez-Espinar et al. (2000). The last mentioned sequence contains a 24 bp deletion. These two types of rDNA alleles were present in combination on each chromosome XII of the diploid cells, since the two types of rDNA alleles did not segregate during meiosis. Furthermore the high degree of genomic similarity of film-forming strains is represented by the 100 % identity of their RAPD patterns.


Physiological characteristics of S. cerevisiae yeasts originated from ‘Szamorodni’ film were highly similar to that found in the velum of sherry and sherry-type wines based on the sugar fermentation profiles. All the ‘Szamorodni’ isolates were able to sporulate, although the ratio of aberrant tetrads was high and the viability of the spores was very low (c.a. 27 %). The ‘Szamorodni’ strains were in general resistant to the K1, K2, K28 and KTA killer toxins of S. cerevisiae killer strains, which could play an important role in surviving the presence of killer toxin producing yeasts during wine fermentation. The yeast strains highly adapted to the environmental conditions of Szamorodni wines, they were able to survive at 18 % ethanol content, but at this ethanol concentration the film formation failed. Despite the fact, that the depletion of sugar is a prerequisite of film-formation (Cantarelli and Martini, 1969; Iimura et al, 1980a), some of the ‘Szamorodni’ film strains are able to form a thin film on the surface of sweet Szamorodni wines. No differences were found in the growth and biomass yield of dry and sweet wine isolates at different glucose concentrations, but the beginning of film formation was a little bit delayed in the case of sweet wine isolates.


‘Szamorodni’ film-forming yeasts displayed high degree of cell surface hydrophobicity at acidic pH values. This high degree of hydrophobicity has been observed not only during film formation, but also in all growth phases. The strong hydrophobic property of the cells could be explained with the presence of hydrophobic cell wall proteins. In addition to the hydrophobic nature, the strains were characterized as having electron donor cell surface. The film-forming cells are able to get into hydrophobic interactions, as they showed adhesive growth on agar, polystyrene and glass surfaces, but they did not possess invasive growth property. It is highly probable that hydrophobic interaction between the attaching cells has a crucial role in the formation of a firm buoyant biofilm.

Comparing the cell wall proteins of laboratory and film-forming S. cerevisiae wine strains only one difference has been determined. The film-forming strains contained smaller but uniform Ccw7/Pir2/Hsp150 proteins, than the laboratory strains. This difference, however, was not the consequence of the decreased glycosylation level of the proteins. The reason of the smaller size of the Ccw7 protein was the presence of shorter coding gene. The repetitive region of the CCW7 gene of the film-forming yeasts contained a deletion in comparison with the S288c S. cerevisiae laboratory strain. Majority of film-forming strains contained CCW7 alleles of identical size, but in some cases different alleles could be detected, which were the consequences of high recombination frequency characteristic to the genes containing tandem repeats. In contrast to the film-forming strains the CCW7 gene of the non film-forming wine yeast strains showed extended length polymorphism, moreover these last mentioned strains are often heterozygotic for this gene. The ‘Szamorodni’ wine yeasts are exposed to several stress factors, which induce many HSP (heat shock protein) genes, like the HSP150 (CCW7) gene. The repetitive sequences found in the Ccw7 protein play an important role in the tightness of the cell wall by interconnecting the β1,3-glucane molecules. Furthermore it has been proved that low pH values increase the amount of Ccw7 protein in the cell wall. It needs further investigation to clarify whether the number of the repetitive regions of the CCW7 has any impact on the structure and strength of the cell wall under hyperosmotic, ethanol or pH stress conditions.
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