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1. Bevezetés

A borkészités torténete a civilizacid hajnalaig visszanyulik.
Archeoldgusok molekularis bizonyitékot talaltak alkoholos ital eldallitasara
egy Jiahu nevezetli kinai neolitikus faluban, amit Krisztus el6tt 7000-re
dataltak (McGovern és Mtsi., 2004). A torténészek ugy vélik, hogy a
Kaukézus és Mezopotamia teriiletén mar Krisztus el6tt 6000-ben készitettek
bort, err6l tobbek kozott egy Osi edényben taldlt borkdésav nyomok
tantiskodnak. Borkészitésrdl arulkodo utalasokat mar Krisztus elétt 5000-bol
talaltak Egyiptom ¢és Fonicia teriiletérdl, illetve Krisztus el6tt 2000-ben mar
vannak utalasok arrél, hogy Gorogorszagban és Krétan bort készitettek. A
Romai birodalom terjedése 4ltal az egész Mediterraneum térségében elterjedt
a borkészités kultaraja. Krisztus elétt 500-ban mar bort készitettek a mai
Szicilia, Olaszorszag, Franciaorszag, Spanyolorszag, Portugalia és Eszak
Afrika tertiletén. A romaiak altal a sz6ldmiivelés a mai Balkani allamokra is
kiterjedt, illetve Németorszagba és Eszak Europa bizonyos részeibe is
eljutott, majd végiil elérte a majdani Nagy-Brittaniat is. Az Uj Vilagba
eurdpai felfedezok altal keriilt be a sz616 a 16. szazadban. Végiil Ausztraliaba
és Uj Zélandra is telepitettek sz616t az 1800-as évek elején. (McGovern,
2013)

Az 6si borkészitési modszereket tekintve nyilvanvald, hogy a modern
borészati technoldgia valtozatos borstilusokat eredményezett, de az alapelvek
lényegesen nem sokat valtoztak. Az elmult 150 évben viszont a borkészités
tudomanyos hattere egyre vildgosabba valt és sok olyan technika, ami ez idaig

lehetetlennek tlint az napjainkra rutinszeriivé valt.



Azt, hogy az alkoholos erjedésért az ¢lesztok a felelosek 1836—37-ben
egymastol fiiggetleniil, a francia Charles Cagniard de Latour és a német
Theodore Schwann és Friedrich Kiitzing allapitotta meg. Pasteur 1850 és
1860 kozott végzett kisérletei bizonyitottak, hogy az erjedés oka a
mikroorganizmusok tevékenysége, ezzel megcafolta mind az 6snemzéEs tanat,
mind az erjedés kémiai elméletét (Schlenk, 1985). Pasteur tovabbi felfedezése
lehetdvé tette a nemkivanatos ecetesedést eldidézd baktériumok elpusztitasat.
Ezeknek a tudoményos eredményeknek a hatasara a bortermelés mindségileg
¢s mennyiségileg is jelentdsen fejlodott.

A borok spontan erjedését eltéro élesztéfajok végzik. A mikrobioldgia
tudomanyanak fejlédésével egyre inkabb megismerték, hogy a kiilonb6z6
¢lesztOk eltérd anyagcsere utvonalaik miatt miként befolyasoljak a borok
érzékszervi karakterét. (Fleet, 2003) Az erjedésért felelés mikrobidta
Osszetételének ardnya a boraszati technologia soran tdpanyagigényiik, ozmo-
¢és alkohol toleranciajuk fiiggvényében idoben valtozik (Marsit és Dequin,
2015). Az eltérd ¢lesztéfajok az alkoholos erjedés soran kiilonbozo
metabolitokat hoznak létre, amik javithatnak, de ronthatnak is a borok
érzékszervi értékén. (Romano, 2003).

A mindségi borkészités iranti fokozott igény miatt a borélesztok
kutatisa egyre nagyobb hangsulyt kapott. Felismerték, hogy az ellendrizhetd,
céliranyos erjesztés kivald bordszati tulajdonsagokkal rendelkezd élesztok
tisztatenyészetével, Un. starterkultraval érheté el, amivel altalaban a
végtermék jobb mindségli, mint azok a borok, amik spontan erjedéssel
késziiltek (Fleet és Heard 1993).

1889-ben publikaltak eldszor annak az eredményét, hogy tiszta élesztd

kultaraval beoltva erjesztettek sz6ldmustot (Miiller-Thurgau, 1889), amikor
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Miiller-Thurgau meggy6zott néhany német bortermeldt a gyors és egyenletes
fermentacid elényeirdl. De ez a technoldgia a gyakorlatban csak az 1970-es
években terjed el szélesebb korben (Hornsey, 2007). Az elsé két
kereskedelmi, aktiv szaritott €lesztd torzset egy kaliforniai boraszat szamara
allitottak eld, és ezt a két torzset vilagszerte minden célnak megfeleld
¢lesztOként kinaltak (Degre 1993). Sikeriik korlatozott volt, hiszen hamar
nyilvanvalova valt, hogy a kiilonféle Sacharomyces cerevisiae torzsek sajatos
tulajdonsagokkal rendelkeznek, igy a kiilonb6z6 bortipusokhoz illetve az
eltéro stilusu borokhoz bizonyos térzsek jobban megfelelnek.

A mult szazad elején a franciaorszagi La Claire Intézet megkezdte a
tiszta élesztd torzsek izolalasat, fenntartasat és kisiizemi termelését. A
kereskedelemben eldallitott kultirdkat, amelyek készen 4&lltak a nagy
tartadlyok beoltasara eldzetes eldkészités és 1éptéknovelés nélkiil, eldszor az
1950-es években javasoltak. A borélesztok ipari termelése, amilyen formaban
azt ma ismerjik, az 1960-as években kezdddott, amikor a pékségek
¢lesztdinek kiillonb6zd gyartéi hasonld eljardssal kezdték termelni a
borélesztoket. Ez a termék a préselt, (tdmb) nyers élesztd jellemzdivel
rendelkezett, bele értve a 70%-os nedvesség tartalmat is. Habar relativ
egyszerl volt hasznalni a szavatossagi idejiik rovid volt. 1964 koriil torténtek
meg az elsd eréfeszitések, hogy kifejlesszék a sokkal stabilabb terméket, az
aktiv szaritott élesztdt, mint megoldast a problémara (Gonzalez és Mtsi.,
2011).

Noha vannak kereskedelmi starterkultarak, amik végrehajtjak a must
hatékonyabbak a helyi borok erjesztésében (Degre 1993, Querol és Mtsi.,

1992). A helyi élesztok feltételezhetden versenyképesebbek, mivel jobban
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akklimatizalodtak az adott kornyezeti feltételekhez. Ezért jobban tudnak
uralni a fermentéaciot, és a borkészitésért felelds legfontosabb biologiai
szerepldjévé valhatnak (Regodon és Mtsi., 1997).

A kereskedelmi starterkultardk alkalmazasédnak tovabbi hatranya,
hogy az adott térzsre jellemz0 fermentativ aromaanyagok csokkenteni fogjak
a borok egyedi jellegét, ezaltal uniformizalodni fognak a borok aromai. Egyre
tobb tanulmany megallapitja, hogy a mikrobialis sokféleség limitalasa
korlatozza az érzékszervi jellemzoket ¢és csokkenti a végtermék
Osszetettségét. (Daenen és Mtsi., 2008; Domizio €és Mtsi., 2007)

Csak 12 ¢év telt el a Miiller —Thurgau publikacidja (Miiller - Thurgau,
1889) utan, amikor a Magyar Kiralyi Ampelologiai Intézet élesztoket izolalt
kiilonb6z6 magyar borvidékek bormintdibol. Magyarorszagon az
Ampelologiai Intézet 1901 6ta foglalkozott a magyar borvidékekrdl szarmazo
borélesztok begyljtésével és azok vizsgalataval. Az izolalas Oborokbol,
kierjedt borok seprdjébdl, szolébogyokrol és levelekrdl tortént (Sods és
Asvany, 1950). Ezeknek a torzseknek egy részét megdrizte a Mezégazdasagi

¢s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytijteménye.



2. Célkitiizés

Céljaink az alabbiak voltak:

1: az Ampelolégiai Intézet kutatdi altal a Tokaji borvidékrdl
begylijtott Tokaj torzsek eddig publikalt tulajdonsagainak Osszegytijtése,
pontos taxondmiai meghatarozasa és fizioldgiai tulajdonsaguk jraértékelése.

Az izolatumok pontos, DNS alapti taxondmiai meghatdrozasa, mivel
azt 1zolalasukkor a kor technikai ismerete nem tette lehetdvé. Fel szerettiik
volna térképezni a torzsek fiziologiai és genetikai diverzitasat, illetve ezek
lehetséges kapcsolatat. Illetve kivancsiak voltunk, hogy a tobb mint 100 éven
keresztiil tarté mesterséges torzsfenntartds miként befolyasolhatta a torzsek
bordszati tulajdonsagait, hogy ennyi id6 utdn alkalmasak-e borok
kierjesztésére, esetleg boraszati starterkultiraként felhasznalhatoak-e?

2: Az Ampelologiai Intézet kutatéi altal a Tokaji borvidékrol
begyljtott  Tokaj  torzsek  erjesztési  képességének  vizsgalata
mikrovinifik4cios koriilmények kozott.

A torzsgyljteményekben tartott torzseket ritkdn hasznaljak
starterkultiraként, mivel a természetes populaciok valodi sokféleségének
csak kis toredékét képviselik, és altalaban rosszul teljesitenek a boraszati
erjesztésben. Alacsonyabb hatékonysaguk feltételezhetden a jo erjesztési
képességek elvesztése miatt kovetkezik be, ami a jobb erjesztési
teljesitményre iranyuldé nem szelektiv koriilmények kozott torténd hosszan
tartd tenyésztés eredménye, de ezt a hipotézist alatdmasztd szilard kisérleti

bizonyitékokat még eddig nem mutattak be (Pizzaro és Mtsi., 2007).



3: Helyi szelektalasu multistarter kultara fejlesztése

Egy optimalisan lezajlott spontdn erjedéssel elkésziilt bor aroma
komplexitasa gazdagabb, mint egy olyan bornak, amit egy faj
tisztatenyészetével oltottak be, erjesztettek ki. Ez annak tudhaté be, hogy a
spontan erjedést végzd mikroba populacido gazdag fajszamu, aminek az
Osszetételeidében dinamikusan valtozik az alkotd fajok ozmotolerancigjuk,
tdpanyagigényiik €s alkohol tolerancidjuk fliggvényében. A kiilonbdzo
¢lesztofajok az alkoholos erjedés soran eltérd metabolitokat, in fermentativ
aromakat hoznak létre, amik gazdagitjdk a bor aroma Osszetételét. Ezt a
jelenséget modellezvén a starterkultarakat gyartdo és forgalmazod cégek
felfigyeltek a nem-Saccharomyces fajokban rejld lehetéségekre és a
Saccharomyces cerevisiae €leszté mellé egyéb vad élesztoket javasolnak
egylittes-, vagy egymast kovetd- beoltdshoz, hogy azok eltérd fermentativ
aromakomponenseikkel gazdagitsak a bort.

Ezért a Tokaji borvidékre jellemzd boréleszté fajokat feltérképezve
kivalasztottunk két masik élesztéfajt a Saccharomyces uvarum-ot és a
Candida zemplinina-t. A torzseik boraszati tulajdonsagait megvizsgaltuk,
hogy alkalmasak lehetnek-e helyi szelektaldsu, kevert starterkultirak
létrehozasahoz annak érdekében, hogy a borok termdhelyére jellemz6
érzékszervi tulajdonsagait méginkabb fokozzak. Ezzel ki lehetne véltani a
kiilfoldi borvidékekrdl szarmazo kereskedelmi starterkulturdk alkalmazésat a

helyi bortermeldknek.



3. Irodalmi attekintés

3.1 A Tokaji borvidék bemutatasa

Egyesek tigy vélik, hogy a borvidék foldrajzi tertiletén mér 10 millid
éve ¢l sz016. Bar a folyamatossag kétségbe vonhatd, az igaz, hogy érdekes
fosszilidkat taldltak a termdteriileten. Ezek a kdzetek a miocén korba
kalauzolnak el minket. 1857-ben Erdobénye hataraban talaltdk meg a Vitis
tokaiensis 6ssz016 lenyomatat (Stur 1867). A banyaszati tevékenységek soran
tobb olyan leletet is talaltak, ami azt bizonyitotta, hogy a Vitis teutonica
elterjedt volt a hegyvidéken, ami a Vitis silvestris €és a Vitis vinifera 6se
(Andreanszky 1959). Mindazonaltal a napjainkig eltelt foldtorténeti
idészakok alatt folyamatosan valtoztak a teriilet geologiai és klimatikus
adottsagai.

Eddigi tudasunk alapjan gy gondoljuk, hogy a szdéldtermesztés a
neolitikumban (i. e. 10000-4000) alakult ki a dél-kaukazusi régidban
(McGovern és Mtsi., 2017), majd elterjedt az egész mediterran térségben
(McGovern 2013). Dél-Orményorszagban fedezték fel a vilag legrégebbi
ismert bortermeld létesitményét, amely 6100 évre nyutlik vissza (Bernard és
Mtsi., 2011). Torténelmi forrdsokbol tudjuk, hogy a Romai birodalomban,
melynek hatara a Duna volt, fejlett szolokultara alakult ki (Dodd, 2020). A
honfoglalok szokészletében megtalalhatdok voltak a sz6l6 €s a bor szavaink,
illetve a hozzajuk kotheté munkafolyamatok megnevezése. Torténészek altal
elfogadott, hogy ezen a teriileten, illetve a Matraaljan és a Szerémségben
kabarok telepedtek le, akik leginkabb értettek a sz6lOdmiiveléshez (Zelenak,
2012).



A borvidéket igazolo elsé irdsos forrasok Konyves Kalman kiraly
1100-ban tartott tarcali zsinatjahoz kothetdk. Itt sziiletett két torvény, ami a
sz6lomiivelésre vonatkozott. A 12-13. szdzad mindségi valtozast
eredményezett, mert ebben az iddszakban telepitettek be nyugati
vincelléreket. A tatarjaras hatdsara a szoldiiltetvények elpusztultak, azokat
ujra kellett telepiteni. 14. szdzadi mez6varosi dokumentumokban méar névvel
illetnek jol termd dilléket. A 16. szazadban alakult ki a tokaji bor és a
borvidék fogalma. 1737-ben VI. Habsburg Karoly a vildgon elsOként zart
borvidékké nyilvanitotta a borvidéket, miszerint mas teriiletrél szarmazo
alapanyagot, mustot ¢€s vagy bort tilos volt feldolgozas céljara bevinni
(Balassa 1991).

A borvidékre nagy csapast mért a filoxéra (Viteus vitifoliae) kartétele
az 1880-90-es években, melynek hatdsara az iltetvények 80-90%-a
elpusztult. Az Gjratelepités az ellendllo amerikai alanyu nemes oltvanyokkal
az 1900-as évek elején indult meg. Ekkor alakult ki a borvidékre jellemzd
fajtavélaszték. A  szOloteriilet tobb mint kétharmaddn Furmintot,
egyharmadan Harslevellit és kisebb részaranyban Sarga muskotélyt
termesztenek. A harom f6 fajta mellett ijabban a Zéta, Kabar és a Kovérszolo
is szerepet kap (Balassa 1991).

A borvidék teriilete 5500 hektir, amit a tokaji-zempléni
hegyvonulatok szegélyeznek. Eghajlata kontinentalis, ami kedvez a sz6l6
nemesrothaddsanak, aszusodasdnak. Talaja valtozatos, a vulkanikus
alapkdzeten Tokaj és Tarcal hatardban 16sz boritottsagi, mig a zempléni
hegyvonulat lejtéin nehezen megmunkalhato, kotott nyiroktalajok,
agyagbemosodasos barna erddtalajok talalhatoak. A borvidék az UNESCO

2002-es dontése oOta a Vilagorokseég része (Word Heritage Comitte 2002).
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3.2 A boraszati fajélesztok és az iranyitott erjesztés

A szoéldiiltetvényeken €és magidn a sz6l6 bogyon szamtalan
mikroorganizmus megtalalhatd. Viszont csekély azoknak a szdma, amik ha
belekeriilnek a feldolgozas soran a mustba, abban szaporodni, tartésan talélni
képesek. A must alacsony pH értéke (pH 3,0-3,8) erds szelekcids nyomast
gyakorol a mikroorganizmusokra (Heard és Fleet, 1988). Amint az élesztok
megkezdik anaerob energiatermeld anyagcseréjiiket etilalkohol keletkezik,
ami toxikus volta miatt tovabb fogja sziikiteni a borban ¢életképes mikrobak
mennyiségét (Eperjesi €s Mtsi., 1998). Az élesztégombak a bor legfontosabb
mikroorganizmusai, egyszerl eukariota szervezetek.

Azok az élesztOk, amik a sz8l6bogyd feliiletén beérkeznek a borédszati
lizembe, vagy a feldolgozo gépeken megtelepedtek képesek arra, hogy az
erjedést beinditsak, illetve megfeleld koriilmények kozott véghez is vigyék
azt. A folyamat sordn tapanyagigénylik ¢és a képzd6dott alkohollal szembeni
tolerancidjuk fiiggvényében a fajok egy folyamatosan valtozd, diverz
populaciodt alkotnak (Fleet és Heard, 1993). Ez a folyamat a spontan erjedés.
Az erjedésben résztvevd szamos ¢élesztéfajnak ¢és azok enzimeinek
kdszonhetden a bor gazdag aromakomplexitasra tesz szert, mivel kiillonb6z6
¢lesztok eltérd szekunder metabolitokat, aromakomponenseket termelnek a
fermentacid soran (Charoenchai és Mtsi., 1997). Nem megfeleld mindségii
alapanyag feldolgozdsa miatt, illetve helytelen bordszati technoldgiai
alkalmazasa esetén elofordulhat, hogy a spontan erjedés lelassulhat,
sz€élsOséges esetben teljesen elakadhat, vagy olyan erjedési problémak

léphetnek fel, amik kellemetlen iz, illat aroméak megjelenésével jarhatnak.



A Hanseniaspora nemzetség tagjai az uralkodok a sz6élébogyd
feliiletén, a teljes élesztd populacid 50-75%-at is kitehetik (Fugelsang és
Edwards, 2007). A Candida-kal egylitt 6k domindlnak a spontdn erjedés
kezdeti szakaszaban, Oket kovetik a Cryptococcus, Kluyveromyces,
Meschnikowia €s Pichia fajok egészen addig a fazisig, amig a képzdodott
alkohol koncentracio el nem éri a 3-4 v/v%-ot (Fleet, 1993). Az erjedés utols6
szakaszaban mar alkohol tolerans fajokat taldlunk, leginkdbb dominansak a
Saccharomyces nemzetség fajai (Ribéreau-Gayon és Mtsi., 2006). Azonban
mas nem-Saccharomyces ¢lesztéfajok, pl. Brettanomyces,
Schizosaccharomyces, Torulaspora és Zygosaccharomyces fajok is jelen
lehetnek a fermentacid egész folyamata alatt, s6t a mar elkésziilt borban is
(Martini és Martini, 1990).

Az ¢€lesztok boraszati szempontbol lehetnek kedvezo és karos, romlast
okozd6 hatasuak. Szamos kornyezeti tényezo befolyasolja az élesztépopulacid
Osszetételét a spontan erjedés folyaman, emiatt is a nem iranyitottan erjedt
borok mindsége évjaratonként eltérd lesz.

Ilyen tényezdk a sz6ldfajta, hdmérséklet, csapadék és egyéb iddjarasi
hatasok, a talaj, a megtermékenyités, az Ontdzés, a fitotechnikai ¢&s
novényvédelmi miveletek, a ndovénypatogén gombak, rovarok és madarak
altal okozott fizikai sebzések. Tovabba a sziiretel6 eszk6z6kon, ladakon és a
beszallitd konténereken is megtaldlhatoak az élesztdk, amik a szdldvel
érintkezve maris mikrobiologiai aktivitasba kezdenek még miel6tt a sz6l6 a
feldolgoz6 lizembe beérkezhetett volna (Fleet 2007). Ezért fontos a kiméletes
szliret és a gyors, lehetleg hiitott beszallitas. Ezeken feliil tovabb
modosithatjak az élesztékozosség Osszetételét majd az lizemek higiénés

viszonyai, a must kezelése, tisztitasa, kénezése €s az esetleges beoltasok.
10



Szamos boraszat attol fliggetleniil, hogy a spontan erjedés hosszabb
ideig tart és a kimenetele is bizonytalanabb mégis vallaljak a kockéazatot az
egyedi jellegli borok reményében. Ugy gondoljak, hogy a spontin
fermentacioban résztvevd valtozatos élesztopopulaciok tébb glicerint és
egyéb aroma komponenseket termelnek, amiktél a bor ize kerekebb,
gazdagabb lesz (Romano és Mtsi., 1992; Schiitz és Gafner 1993; Lema ¢és
Mtsi., 1996; Egli és Mtsi., 1998). Tovabbi eldényt jelenthet a zajos erjedést
megel6zé hosszabb lag fazis, mely soran az oxigén reakcidba Iéphet az
antocianinokkal és mas fenolokkal még etanol hidnyaban, ami fokozza a
szinstabilitast a vorosborokban. A nagyiizemi boraszatok, ahol kdvetelmény
az allandé magas és reprodukalhaté mindség, nem engedhetnek meg effajta
kockazatot.

A magas mindségli borok készitésének igénye megkdvetelte a
borélesztok mélyrehatobb kutatasat. Felismerték, hogy reprodukalhato,
magas mindséget csak gy érhetnek el, ha kivald boraszati tulajdonsagokkal
rendelkezd ¢élesztok tisztatenyészetével, Un. starterkultaraval (aktiv szaritott
¢lesztd formdjaban) végzik az alkoholos erjedést. Ez a gyakorlat, amely az
1970-es években alakult ki, lerdviditi a lag fazist, biztositja a must gyors ¢€s
teljes erjedését, és hozzajarul a sokkal jobban reprodukalhaté végtermék

eldallitasahoz (Bauer és Pretorius, 2000).

3.3 Saccharomyces nemzetség jellemzoi

A korédbbi sensu stricto csoport tagjainak kozos jellemzdje, hogy
oxigén mentes kdzegben is képesek energiat termelni €s a cukrokat etanolla
és CO,-vé atalakitani. Erdekes tulajdonsaguk a karbon katabolit represszio,

miszerint oxigén jelenlétében, ha magas koncentracioban van gliikéz a
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kozegben, akkor a gliikoz represszald szénforrasként a 1égz€si lanc enzimeit
represszalja és az energiatermelé folyamat az erjedés marad (Ozcan és
Johnston, 1999). Az aerob koriilmények kozott eléforduld erjedést Crabtree
effektusnak is szoktak nevezni és az ezzel a sajatossaggal rendelkezd
¢lesztoket Crabtree pozitiv élesztoknek nevezik (Pronk és Mtsi., 1996).

Az emberiség az dsidok Ota hasznalja dket kiillonbozo élelmiszerek és
alkoholos italok eldallitisdhoz. Ennek az emberi hatdsnak, ugynevezett
domesztikacionak a kovetkeztében 1) fajok is keletkeztek a csoporton beliili
fajok hibridizacidja vagy ploiploidizacio révén.

A Saccharomyces nemzetség tagjaira a jo erjesztoképesség jellemzo.
Aszekszudlis szaporodasuk sziik alapti multilateralis sarjadzassal valosul
meg. Sejtmorfologidjuk altalaban gombolyli, ovalis vagy hengeresen
megnyult. Alhifat ritkan képeznek, de valodi hifazas soha nem jellemz6 rajuk.
A vegetativ sejtjeik altaldban diploidok. Szekszudlis ciklusuk sordn a
vegetativ sejt kdzvetleniil alakul 4t tartos falu sporangiumma, melyben négy
gdmbolyli, vagy ovalis, sima falu spora képzddik. Nitradtot nem képesek

asszimilalni (Lodder és Kreger-van Rij 1952).

3.5 A Saccharomyces-ek taxondmidja

A Saccharomyces nemzetség a Saccharomycetaceae csalddba, a
Saccharomycetales  rendbe, a  Saccharomycetes  osztdlyba, a
Saccharomycotina altdrzsbe €s az Ascomycota-k torzsébe tartozik (Lodder €s
Kreger-van Rij 1952, Suh és Mtsi., 2006).

Hansen 1904-es elsé taxonomiai Osszefoglaldja oOta a gombak
rendszertana folyamatosan valtozasban van. A molekuléris taxonomiai

technikak fejlodésével €s az egyre tobb leirt 4 faj szamanak novekedésével
12



ez az atrendezddési folyamat egyre inkébb felgyorsult és ez alol a
Saccharomyces nemzetség sem kivétel.

Lodder és Kreger-van Rij 1952-es taxonomiai leirdsdban a nemzetség
30 fajt tartalmazott, a méasodik kiadasban (Lodder 1970) mar 41 fajra boviilt.
Szintén ebben az évben Van der Walt (1970) bevezette a Saccharomyces
sensu stricto csoport fogalmat, amibe a jo erjesztOképességli fajokat sorolta,
a tobbit a sensu lato csoportba vonta 6ssze. Kurtzman €s Robnett a 2003-as
egyéb taxonokba igy a sensu stricto csoport elnevezés idejétmult fogalomma
valt. 2011-ben a Saccharomyces nemzetség 7 ,tiszta” fajt: S. arboricola, S.
cariocanus, S. cerevisiae, S. kudriavzevii, S. mikatae, S. paradoxus és a S.
uvarum €s 2 hibridet, a S. pastorianus/carlsbergensis-t és S. bayanus-t foglalt
magaban (Vaughan-Martini és Martini, 2011). Még ebben az évben egy Uj
Saccharomyces fajt irtak le S. eubayanus néven (Libkind és Mtsi., 2011).
Majd 2017-ben még egy uj fajjal a S. jurei-vel boviilt a nemzetség (Naseeb
és Mtsi, 2017).

A S. cariocanus, S. mikatae, S. paradoxus és a S. kudriavzevii fajok
leginkabb természetes kornyezetbol, nagyon ritkan antropogén kdrnyezetbdl
izolalhatoak (Naumova ¢és Mtsi, 2005; Naumov, 1986; Naumov ¢és Mtsi.,
1993; Naumov, 2000, B). Ezeket a fajokat izolaltdk mar sz6ldrdl is
(Redzepovic és Mtsi., 2002). A S. cariocanus-t Brazilidban Drosophila
fajokrol izolaltdk (Morais és Mtsi., 1992). Talajbol és korhadasnak indult
levelekrdl a S. mikatae-t (Yamada, 1993) és a S. kudriavzevii-t (Kaneko ¢és
Banno, 1991) izolaltak.

A csoporton belill a S. cerevisiae a legismertebb és legelterjedtebb faj,

amit az emberiség széleskorlien felhasznalt bor, ale tipust (felsd erjesztésii)
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sor, szaké, és egyéb alkoholos italok erjesztéséhez, valamint kelesztett
pékaruk készitéséhez. A S. bayanus-t elsé alkalommal sérbdl izolaltdk
(Nguyen ¢és Gaillardin, 2005), majd késobb erjedd borokbol is (Gonzalez és
Mtsi., 2006). Gyakran lager tipust sorok erjesztéséhez alkalmazzak (Nakao
és Mtsi, 2009). A S. uvarum-ot borok és ciderek erjesztésébdl izolaltak
(Naumov és Mtsi, 2001, 2005). A fermentacios folyamatokban altalaban a S.
cerevisiae és a S. uvarum torzsei domindlnak (Liu és Mtsi., 2017) és a
kiilonb6z6 mozaikos genommal rendelkezé Saccharomyces-torzsek, amelyek
képesek alkalmazkodni a valtozasokhoz azaltal, hogy fiziologiajukat olyan
folyamatok révén moduléljak, mint a FAGE (fast adaptive genome evolution)
(Sipiczki 2011).

A taxon egyes tagjai képesek egymassal a természetben hibridizalni.
Ezek a hibridek életképesek lehetnek, és fontos szerepet tolthetnek be az
erjedések soran (Antunovics €s Mtsi., 2005). A sorgyartasban hasznaljak a S.
pastorianus (syn. S. carlsbergensis) torzseit (Vaughan-Martini és Martini,
1987; De Sousa és Mtsi., 1995). Erjedé borokbol gyakran izolaltak a S.
cerevisiae €s a S. bayanus, illetve a S. cerevisiae és a S. uvarum fajok
hibridjeit. Ma mar jol tudjuk, hogy a S. pastorianus is S. cesevisiae és S.
bayanus torzsek hibridje (Vaughan-Martini és Kurtzman, 1985; Vaughan-
Martini és Martini, 1987; Masneuf és Mtsi., 1998). A tipustorzsként leirt S.
bayanus (CBS 3807") torzsrol is megallapitottak, hogy S. cerevisiae és S.
uvarum hibridje (Nguyen és Mtsi., 2000).

3.4 A Saccharomyces-ek boraszati alkalmazasa

Napjainkban a mustok szaritott €lesztd kulturdkkal (,,starter”) valo

beoltdsaval a fermentacid felgyorsitdsat, az erjedési folyamatok
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ellendrizhetdveé tételét €s befolydsolhatosagat érte el a biotechnologia (Bauer
¢s Pretorius, 2000). A boraszati starterkultirak kiilonbozé élesztétorzsek egy
sejt tenyészetei, amelyeket kiilonb6zé borvidékek mustjaibol, boraibol
szelektaltak kivalo boraszati tulajdonsagaik alapjan. Ezek a kultirak a mustba
oltva gyorsan ¢és biztonsagosan véghezviszik az alkoholos erjedést, tehat az
iranyitott erjesztés alapvetd eszkdzének tekinthet6k. Amellett, hogy az
¢lesztd elsddleges szerepet tolt be a gliikkdz és fruktdz hatékony atalakitasaban
alkoholra kellemetlen mellékizek termelése nélkiil, a mai boraszok a specialis
tulajdonsagok széles skalajaval rendelkezod torzseket igényelnek, amelyeket
az elkészitend® bor stilusanak, valamint a boraszati ilizem miszaki
kovetelményeinek megfelelden valasztanak ki.

A jo fajélesztokkel szemben tamasztott kovetelmények (Magyar
2010, Degre 1993, Rainiery ¢és Pretorius, 2000, Coulon és Mtsi, 2006,
Vinicius és Mtsi., 2020):
- az erjedés gyors meginditasa
- magas erjedési hatékonysag
- magas alkohol kihozatal
- jo alkoholtolerancia
- magas ozmotolerancia
- alacsony hdmérséklet optimum
- JO kénessav tolerancia
- alacsony szulfit lekotd képesség
- mérsékelt habképzés
- tomor iiledék képzése
- magas glicerin termelés

- alacsony illosav termelés
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- alacsony acetaldehid termelés
- minimalis kénhidrogén termelés
- alacsony karbamid képzés
- alacsony biogén amin termelés
- alacsony ethyl karbamat képzés
- magas genetikai stabilitds
- ellen alljon a szaritdsnak
- proteolitikus aktivitassal rendelkezzen
- béta-gliikozidaz aktivitassal rendelkezzen
- modositott észteraz aktivitassal rendelkezzen
- alacsony legyen a nitrogén sziikséglete
- fokozott autolizis
- Specialis esetekben:
o neutralis erjedési aromaképzés

o killer aktivitassal rendelkezzen

Meg kell jegyezni, hogy a S. cerevisiae starterkultardk alkalmazasa
nem feltétlenlil gatolja meg a vad S. cerevisiae torzsek, vagy a nem-
Saccharomyces élesztk novekedését és metabolikus aktivitasat. Altalanosan
elfogadott, hogy mind a spontdn, mind a beoltott bor erjedését befolyasolja a
szOl6iiltetvényhez és a boraszathoz kapcsolodo €lesztok sokfélesége.

A vilag kiilonb6z6 bortermeld régioiban az élesztok biologiai diverzitasanak
gazdagsaga a boraszati potencidl szempontjabdl még mindig nagyrészt
kihasznalatlan. Mivel egyre tobb ismeretiink van a kiilonboz6é fajok
fiziologiai tulajdonsagardl, felismerték az abban rejlé lehetdségeket, hogy a

S. cerevisiae torzsek €s a nem-Saccharomyces fajok keverékeit alkalmazzak
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starterkultaranak (Jolly és Mtsi., 2014). Ezzel modellezve és 6tvozve a
spontan erjedés elényds tulajdonsagat (Egli és Mtsi 1998; Garcia-Rios ¢€s
Mtsi., 2014). Ezzel egyidében igény tdmadt az adott borvidéknek, akar
diulének ¢és pincészetnek egyedileg megfeleld torzsek szelektalasara és

starterkultarava nemesitésére.

3.6 A Candida zemplinina (Starmerella bacillaris) jellemzoi

rrrrr

(2003, 2004) szamos torzset izolalt a botrytizalt mustok erjedése kdzben,
melyeket klasszikus taxonomiai modszerekkel C. stellata-nak azonositot.
Ezen torzseknek a tovabbi vizsgalata soran figyeltek fel arra, hogy egyes
torzsek kiemelkeddbb ozmotoleranciaval és hidegtiiréssel rendelkeznek, mint
a C. stellata tipustorzse (CBS 157). Tovabba a torzsek képesek voltak olyan
magas gliikéz koncentracio mellett is ndvekedni, ami a C. stellata-ra mar
gatloként hat. A tokaji izolatumok morfologiajukban is eltértek a C. stellata-
tol. Az eredmények alapjan leirtak a C. zemplinina, mint egy 0j ozmo- ¢és
pszichotolerans, fruktofil ¢és acidogén ¢élesztéfajt, amely nagyfoku
hasonlosagot mutat a Candida stellata-val. A tovabbi vizsgalatok alapjan
megallapitottak, hogy a C. zemplinina képes ndovekedni olyan magas gliikoz
koncentraci6 mellett is, mely mar gatolta a C. stellata-t és a S. cerevisiae-t is.
A C. zemplinina alacsony homérsékleten gyorsabban képes ndvekedni, mint
a C. stellata, S. cerevisiae és S. uvarum. A C. zemplinina 1zolatumok etanol
jelenlétében is képesek szaporodni, bar alkohol tolerancidjuk nem vetekszik
a S. cerevisiae-nek és a S. uvarum-nak az alkoholtiirésével, igy nem
szdmitanak igazi konkurencianak az erjedés soran. A fentebb emlitett

tulajdonsagai miatt a kozelmultben egyre tobben tartjdk potencionalis
17



hasznos ¢élesztének Sacharomyces ¢élesztOk beoltdsa mellé a borok
Osszetettségének javitdsa és sajatos jellemzodinek kiemelése érdekében

(Tofalo és Mtsi., 2009, 2012).

3.7. Az ¢élesztofajok identifikalasa, a starterkulturak beazonositasa

3.7.1. Taxonomiai identifikalas modszerei

Az ¢lesztok taxonomiai meghatarozasat kezdetben csak fiziologiai,
biokémiai és morfologiai tulajdonsagok és jellemzok alapjan végezték
(Kreger van Rij és Mtsi., 1984; Barnett és Mtsi., 1990; Kurtzmann és Fell.,
1998).

Az azonositashoz leggyakrabban az alabbi modszereket alkalmaztak:
erjedési képesség kiilonbozd szénforrasokon, ndvekedés kiillonbdzo szén- és
nitrogénforrasokon, vitaminigény, ndvekedés kiilonbozé homérsékleten és
magas cukor- vagy natrium-klorid-koncentraciot tartalmazo taptalajon,
karbamid-hidrolizis ¢s antibiotikum-rezisztencia (Yarrow, 1998). A
konvenciondlis moddszerek iddigényesek és faradsdgosak, a pontos
meghatarozashoz 60-90 teszt elvégzése sziikséges, mely két-harom hétig is
eltarthat. Tovabbi hatranya, hogy olykor bizonytalan azonositast tettek
lehetdvé, mert a tenyészet aktudlis allapota befolyasolhatja az élesztok
fiziologiai karakterét (Yamamoto és Mtsi., 1991). Ezeket a modszereket a
sejtfehérjék vizsgalata, az izoenzimek profilozdsa ¢és a zsirsavak
gazkromatografias elemzése kovette. Azonban ezeknek a technikdknak a
reprodukélhatdsaga szintén némileg megkérddjelezhetd, mivel sok esetben az
¢élesztésejtek fiziologiai allapotatol fliggd markereket elemeznek (Golden

Mtsi., 1994).
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Mara sok 1j és pontosabb modszert fejlesztettek ki az élesztok pontos
taxondmiai vizsgalatara, illetve torzs szintli azonositdsukra a molekularis
biologiai technikékra alapozva. Ezeknek a modszereknek a megbizhatosaga
azon alapul, hogy kozvetleniil a genomot elemzik, ezaltal fliggetlenek a sejtek

fiziologiai allapotatol.

A riboszomalis DNS (rDNS) elemzésén alapuldé modszerek:

A riboszomalis gének (5.8S, 18S és 26S) tandem csoportosulnak, €s
olyan transzkripcios egységeket alkotnak, amelyek 100-200-szor ismétlddnek
a genomban. Minden transzkripcids egység két masik régiot tartalmaz, a
»internal transribed spacer”-t (ITS) és az ,,external transribed spacer”-t. (ETS)

Az 5.8S, 18S ¢és 26S riboszomalis gének, valamint az ITS és NTS
(,,nontranscribed spacers”) spacerek szekvencidinak konzervéltsaga és
Osszehangolt evolucidja azt jelenti, hogy egy adott fajon beliil az ismétlodo
transzkripcids egységek kozott nagyobb a hasonlosag, mint a kiilonbozo
fajokbdl szarmazo egységek kozott (Kurtzman és Robnett, 1998). Az ITS
régi6d magaba foglalja az 5.8 rRNS-t kodolo konzervativ gént és a két oldalrol
szegélyezd ITS1 és ITS2 nem kodold varidbilis kozponti transzkripcios
hézagokat (1. abra). Ezek a régiok magas interspecifikus méretbeli
variabilitast, de kis intraspecifikus polimorfizmust mutatnak. Errél az er6sen
konzervativ régiordl amplifikalt PCR termékek fajra specifikus méretiiek

(Guillamon €s Mtsi., 1998).

| N'TS [rDNS transzkripcios egység | N'T'S [rDNS transzkripcios egység

JeTs] 1ss JiTsifs.es|iTs2 | 285 |  [ETs [iss]iTsifs.ssiTsz2 | 285 |
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1.4bra: A riboszémalis DNS sematikus felépitése

ITS PCR-RFLP mddszer:

Eldéfordulhat azonban, hogy egyes ¢élesztéfajok ITS PCR termékei
hasonlé6 méretiick. Ebben az esetben a pontos azonositds ezzel az egy
modszerrel lehetetlen. Erre a problémara és a jobb felbontas és
végeredményben a biztosabb identifikalas érdekében a PCR-RFLP technikat
dolgoztak ki (Valente és Mtsi., 1996., Guillamon és Mtsi., 1998., Montrocher
és Mtsi., 1998., Esteve — Zarzoso és Mtsi., 1999). A PCR-RFLP modszer
hatékonynak bizonyult a Saccharomyces sensu stricto csoporton beliili fajok
elkiilonitésére és azonositasara (Guillamon és Mtsi., 1994; Oda és Mtsi.,
1997; McCullogh és Mtsi., 1998). A mddszer 1ényege, hogy a PCR- terméket
kiilonb6z6 restrikcids endonukledzokkal emésztjiik. Ezeknek az enzimeknek
egyedi felismerési helyeik vannak, ahol hasitani képesek a DNS molekulat.
Az PCR termékek emésztése eltérd szamu és méreti fragmenteket
eredményez a felhasznalt endonukledzok fiiggvényében. Ezek a fragmentek
gélelektroforézissel  szétvalaszthatdak, vizualizdlhatdak és  méretiik
meghatarozhat6. Az igy kapott eredmények specifikusak és lehetdvé teszik a
pontos azonositast.

A riboszomalis DNS (rDNS) szekvencia analizise:

Az élesztéfajokat elsésorban az rDNS-régiok
nukleotidszekvenciainak 6sszehasonlitasaval szoktdk azonositani, mert az
ITS régi6 nukleotidszekvenciai sokszor fajon beliil is varidbilisak lehetnek. A
2 leggyakrabban hasznalt régi6 a D1 és D2 régiok a riboszoma nagy
alegységében talalhato 26S riboszomalis alegységeket kodolo gének 5' végén

helyezkednek el. (Kurtzman és Robnet, 1998; James €s Mtsi., 1997). A DNS
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adatbazisokban megtalalhaté szekvencidkhoz hozza illesztjiik ¢és
Osszehasonlitjuk veliik az ismeretlen torzsiink szekvenciajat. Ha a szekvencia
azonossag értéke magasabb, mint 99%, akkor a talalati faj tipustorzsének
szekvencidjanak Osszehasonlitdsaval tovabb folytathatjuk az azonositast.
Nagyon fontos, hogy tipustorzs-szekvencidkhoz hasonlitunk, mert az egyéb
szekvenciak kozott sok az olyan, aminek a taxondmiai hovatartozasa hibasan
van megadva az adatbazisokban. Az elemzéseket az NCBI Blast

algoritmussal végezhetjiik el az NCBI GenBank adatbézisat felhasznalva.

3.7.2. Torzsek identifikalasa és elkiilonitése

A fajon beliil a torzsek eltérhetnek egymastdl tulajdonségaikat
tekintve. Ezért fontos, hogy legyenek olyan mddszerek, amelyekkel el tudjuk
kiiloniteni a fajazonos, de eltérd torzseket egymastol. Tobbféle modszert is
kidolgoztak mar. Az alabbiakban a legelterjedtebbeket mutatom be.

A mitokondridlis DNS restrikcios analizise:

Ez a mddszer a kromoszomak elemzésével ellentétben univerzalisan,
minden eukaridta faj esetében alkalmazhato. A S. cerevisiae mitokondrialis
DNS-e (mtDNS) egy nagyon valtozatos, kicsi, 60 és 80 kb kozotti méretii
molekula. Az mtDNS restrikciés elemzése altal feltart nagyfoku
polimorfizmus miatt ez az egyik leggyakrabban alkalmazott technika e faj
torzseinek jellemzésére. Nem minden enzim mutat ugyanolyan meértékil
polimorfizmust, és az emésztési mintak erdsen fajfiiggéek. A S. cerevisiae
esetében a torzsek megkiilonboztetésére a legmegfelelobb enzimek a Hinfl és

a Haelll (Guillamon és Mtsi., 1994.). A mddszer nem csak a S. cerevisiae

21



torzseinek megkiilonboztetésére alkalmas, hanem nem-Saccharomyces tajok
esetében is eredményesen hasznalhaté (Csoma és Mtsi., 2018, 2020)
Polimorf DNS véletlenszerti amplifikacidja (RAPD) (PCR-ujjlenyomat):

A mitokondridlis DNS-en kiviil a nuklearis DNS elemzésével is
lehetséges torzseket megkiilonboztetni egymastol. A RAPD-technikéhoz
(Williams és Mtsi., 1990) egyetlen rovid (kb. 10 nukleotidot tartalmaz6)
primert hasznélnak, amely véletlenszert szekvenciaval rendelkezik. A primer
rovidsége miatt ez a szekvencia nagy valoszinliséggel taldlhat vele
komplementer szekvencidkat a genomban, amelyekhez hozzakétodhet. Ha
két ilyen szekvencia nincs tul tdvol egymastdl, akkor a PCR reakcio6 soran egy
fragmens masolat képzddik a koztiik levd DNS szakaszrol. Sok ilyen paros
esetén sokféle fragmens képzddik. A fragmensek szaméban és méretiikben
eltérhetnek a fajazonos torzsek is. A reakcidt alacsony hibridizacids
hémérsékleten (34-37 °C) futtatjak le. Igy az oligonukleotid és a DNS kozotti
parositasokat a primer révid és véletlenszerii szekvencidja hatdrozza meg,
aminek az alacsony hibridizacidos hdmérséklet kedvez, ami a genomban
féle hibridizaciés homérsékleten végzett reakciok esetében a nem teljes
komplementaritds esetében is kdtodhet a primer, igy képzédhet amplikon,
ami a modszer feloldd képességét noveli. Az eredmény a kiilonb6zd
molekulatomegli amplifikalt termékek mintazata, amely jellemzd lehet a fajra
vagy ugyanazon fajon beliili a kiilonbozé torzsekre az eltérd
genomszerkezetlik miatt (Bruns és Mtsi., 1991).

A RAPD f§ eldnye, hogy a primer megtervezéséhez nincs sziikség
elozetes szekvenciainformaciora. Tovabba, mivel a technika lehetové teszi a

teljes genom variabilitasdnak elemzését, tobb polimorfizmust tar fel, mint a
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specifikus régidkat elemzé modszerek. Hatranyaként elmondhat6, hogy az
alacsony hibridizacios hdmérséklet miatt az amplifikacios profilok instabilak
¢s nehezen reprodukalhatok, ezért minden egyes mintdhoz ajanlatos tobb
reakciot elvégezni, kiilonboz6 extrakciokbol szarmazé DNS-t hasznalva
templatként.

Ismétlédé genomi DNS (mikroszatellitek és miniszatellitek) polimeraz
lancreakcié (PCR) elemzése:

A genomi DNS repetitiv régidinak nagyfoku variabilitasa alkalmassa
teszi Oket az élesztétorzsek molekularis azonositdsara. Ezek a mikro- és
miniszatellitekként ismert motivumok hossza jelent6sen eltér, és a genomban
véletlenszertien eloszld tandem ismétlddések formajaban vannak jelen. A
mikroszatellitek altalaban 10 bazisparnal rovidebbek, mig a miniszatellitek
10 és 100 bazispar kozotti hosszusdguak. Az ezekben a régiokban talalhatod
variabilitas specifikus primerekkel ((GTG)S, (GAG)S, (GACA)4 vagy M13)
végzett PCR-amplifikacioval kimutathatd. Legkorabban Lieckfeldt és Mtsi.
(1993) irtak le, hogy ezek az oligonukleotidok képesek az S. cerevisiae
torzsek kozotti polimorfizmus feltarasara. A kapott amplifikalt termékek
koriilbeliil 700-3500 bazispar hosszuak, és ezért agardz gélelektroforézis
alkalmazaséaval egyszeriien lathatova tehetok.

A ¢ szekvenciak amplifikacidja:

Csak a S. cerevisiae torzsek elkiilonitésére alkalmas modszer. A delta
szekvencidk 0,3 kb-os elemek, amelyek a Tyl retrotranszpozonokat
szegélyezik (Cameron és Mtsi., 1979). A & elemnek mintegy 100 példanya
van jelen kizardlag a S. cerevisiae genomban a Tyl retrotranszpozonok
részeként vagy izolalt elemként. Ezen elemek szama és lokalizacidja olyan

mértékli intraspecifikus variabilitdst mutat, amelyet Ness és munkatérsai
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(1993) arra hasznaltak ki, hogy specifikus primereket fejlesszenek ki a S.
cerevisiae torzsek megkiilonboztetésére.
Amplifikalt Fragment Hossz Polimorfizmus (AFLP):

Az AFLP magéaban foglalja a genomi DNS hasitasat, majd az
adapterek kotését a kapott fragmentumokhoz és azok PCR-rel torténd
egylittesen szolgalnak a primerek célpontjaiként a PCR-amplifikdci6 soran.
A RAPD-hoz hasonléan a primerek tervezéséhez nincs sziikség eldzetes
szekvenciainforméciora. A modszer konnyen reprodukéalhatdé és nagy
felbontasti informaciot szolgéltat. Az AFLP hasznos technika az
¢lesztotorzsek kozotti kiilonbségtételre (de Barros Lopes €s Mtsi., 1999).

A kromoszoémak  szétvalasztasa  valtakozo  (pulzéld)  erdteri
gélelektroforézissel:

Ez a mddszer olyan fajok esetében alkalmazhatd, amelyeknél magas
a kromoszomaszdm és a kromoszoémak mérete valtozékony. Elsdsorban
a Saccharomyces-eknél haszndlatos. A kisebb kromoszomaszami fajoknal
nem szokas haszndlni.

A két keresztiranyu elektromos térerd valtakozo alkalmazésa soran a
kromoszémak folyamatosan valtoztatni kényszeriilnek vandorlasuk iranyat.
Ennek eredményeképpen a nagy DNS fragmentumok nem ragadnak meg az
agardz gélmatrixban hanem elvalaszthatok lesznek. A savok felbontasat
meghataroz6 paraméterek az elektromos mezOk kozotti valtasi 1dok, az
agardz koncentréacidja, a hdmérséklet és az elektromos mezdk k6zotti szog. A
modszer igen hatékony a S. cerevisiae torzsek megkiilonboztetésére is a fajon
beliili valtozatok k6zotti kromoszomaszam és -méret kiillonbségek kimutatasa

altal (Ryu és Mtsi.,1996; Giudici €s Mtsi., 1998.)
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Munkénk sordn a pontos fajmeghatirozas mellett genotipizalni
szerettiik volna a torzseinket, hogy megkiilonboztessiik egymastol az altalunk
beoltott élesztd torzseket a jelenlévd tobbi vad torzsektl. Ehhez mi is a
fentebb ismertetett modszerek koziil a mitokondridlis DNS restrikcios

crer

alkalmaztuk.
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4. Anyag és modszer

4.1 Felhasznalt élesztotorzsek

A felhasznalt torzseket az 1. 2. és a 3. tablazat tartalmazza. Az 1. tiblazatban

azok a torzsek szerepelnek, melyeket So6s és Asvany (1950) izolaltak. Ezekre

a torzsekre a dolgozatban az eredeti elnevezésiikre utalva Tokaj-torzsekként

fogunk hivatkozni. A 2. tablazatban a multistarterkultura fejlesztéshez

felhasznalt torzseket soroljuk fel. A 3. tablazatban a kontroll torzseket

szerepeltetjiikk. A torzseket YPGA (2% w/v glikoz, 2% w/v agar, 1% w/v

¢lesztd kivonat és 1% w/v pepton;) taptalajon voltak fenttartva.

1. tablazat: A felhasznalt élesztotorzsek a Tokaj-torzsek vizsgalatdhoz
Azonosité | Elnevezés® | NCAIMP Izolalas | Izolalas helye Fajnév *
azonosito forrasa és ideje
10-1343 | Tokajl Y.00240 | fiatal bor |Mad, 1901 |S. cerevisiae
(furmint) var.ellipsoidens
10-1344 | Tokaj2 Y.00252 | furmint |Tarcal, S. cerevisiae
iledék | 1901 var.ellipsoidens
10-1345 |[Tokaj4 [Y.00303 | fiatal bor |Tarcal, S. cerevisiae
(furmint) | 1905 var.ellipsoidens
10-1346 | Tokaj5 Y.00302 | fiatal bor |Mad, 1905 |S. cerevisiae
(furmint) var.ellipsoidens
10-1347 | Tokaj7 Y.00203 | fiatal bor |Tarcal, S. cerevisiae
(furmint) | 1905 var.ellipsoidens
10-1348 [ Tokaj8 Y.00366 |bor iiledék [Mad, 1903 |S. cerevisiae
(furmint) var.ellipsoidens
10-1349 [ Tokaj9 Y.00225 |bor iiledék [ Mad, 1901 |S. cerevisiae
(furmint) var.ellipsoidens
10-1350 [Tokajl0 [Y.00250 | fiatal bor |Tarcal, S. cerevisiae
(furmint) | 1901 var.ellipsoidens
10-1351 |[Tokajll [Y.00233 |bor iiledék | Tarcal, S. cerevisiae
(furmint) [ 1901 var.ellipsoidens
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Azonosité | Elnevezés® | NCAIM? Izolalas | Izolalas helye Fajnév ?
azonosito forrasa és ideje
10-1352 [ Tokajl2 |[Y.00261 | fiatal bor [Mad, 1902 |S. cerevisiae
(furmint) var.ellipsoidens
10-1353 [Tokajl3 |[Y.00254 | furmint |Tarcal, S. cerevisiae
iledék | 1901 var.ellipsoidens
10-1354 |Tokajl5 |[Y.00248 | furmint |Mad, 1904 |S. cerevisiae
iledék var.ellipsoidens
10-1355 |Tokajl8 |[Y.00368 |bor iiledék | Tolcsva, S. cerevisiae
(furmint) [ 1901 var.ellipsoidens
10-1356 |[Tokaj19 [Y.00369 | otéves |Mad, 1906 |S. cerevisiae
aszu var.ellipsoidens
(furmint)
10-1357 |Tokaj21 |Y.00236 fiatal Tarcal, S. cerevisiae
sarga 1901 var.ellipsoidens
muskotaly
10-1358 |[Tokaj22 [Y.00207 fiatal | Olaszliszka, | S. cerevisiae
furmint | 1903 var.ellipsoidens

a: Soos és Asvany 1950; b:National Collection of Agricultural and
Industrial Microorganisms, Hungary;

2. Tablazat: A multistarterkultara fejlesztéshez felhasznalt torzseket

Azonosité | Egyéb Izolalas Izolalas helye és Fajnév
elnevezés forrasa ideje

10-403 T1/2 botritizalt must Bodrczgkeresztur, S. cerevisiae
2000

10489 | B2/26 | botritizalt must | Sodrogkereszulr, | 5. cerevisiae
2000

10-492 B4/7 botritizalt must Bodrczgkeresztur, S. cerevisiae
2000

10493 | B4/I1 | botritizalt must | Do oEKEreSHIE | S cerevisiae
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Azonosito | Egyéb Izolalas Izolalas helye és Fajnév
elnevezés forrasa ideje
10-496 | B4/15 | botritizlt must | Sodrogkeresztir, | S. cerevisiae
2000
10483 | B2/4 | botritizalt must | SOdrogkereszuir, | S, uvarum
2000
10484 | B2/14 | botritizalt must | Bodrogkereszulr, | 5. uvarum
2000 ¢
10485 | B2/15 | boritizalt must | Sodrogkereszulr, | 5. uvarum
2000
0-486 | B2/22 | botritizalt must | Bodrogkeresztir, | S uvarum
2000
10-488 | B2/25 | botritizalt must | SOdrogkereszur, | S, uvarum
2000
10491 | B4/3 | botritizalt must | SOUTOSKEreszUlr, | S uvarum
2000
10499 | B6/I | botritizalt must | Sodrogkeresztir, | S uvarum
2000
10-501 | B6/23 | botritizlt must | SOdrogkereszuir, | . uvarum
2000
10-503 | B92 | boritizalt must | Bodrogkeresztlr, | S, uvarum
2000
10-505 | B10/38 | botritizdlt must | oo o2 oS | 5 wvarm
NCAIM e Tolcsva, 2001 * | C. zemplinina
10-373 Y016668 botritizalt must
NCAIM e, Tolcsva, 2001 * | C. zemplinina
10-375 Y016670 botritizalt must
10-372 Y.Or}ﬂ667 botritizalt must Tolcsva, 2001 C. zemplinina
10-374 Y.01669 | botritizalt must | Tolcsva, 2001 * | C. zemplinina
10-5.11 botritizalt sz516 | Tarcal, 2003 | C. zemplinina
11-152 | ILSE 12 | botritizalt sz618 | Tarcal, 2003, ® | C. zemplinina
10-376 | A5 | poritizalt must | T C. zemplinina

28



http://ncaim.etk.szie.hu/strainid/81544
http://ncaim.etk.szie.hu/strainid/81544
http://ncaim.etk.szie.hu/strainid/81545

Azonosito | Egyéb Izolalas Izolalas helye és Fajnév
elnevezés forrasa ideje
10-377 botritizalt must | Tolcsva C. zemplinina
10-622 sz016 Spanyolorszag C. zemplinina
10-624 sz016 Spanyolorszag C. zemplinina
11-1 CECTI11 <7616 must Almeria, C. zemplinina
969 Spanyolorszag °
11-4 RIVE Kaptan-nal | Szlovékia ® C. zemplinina
i 3.16.2 kezelt sz616
116 |CBSI713| erjedsmust |Yoromd |G zemplinina
Olaszorszag
11-8 | CBS2649 | erjedé must |Franciaorszag® |C. zemplinina
11-9 CBS2779 talaj Dél- Afrika C. zemplinina
11-10 CBS6100 ismeretlen  |ismeretlen ® C. zemplinina
11-18 FAW3; erjeds bor Wa:(?d(la)nswﬂl, C. zemplinina
Stasa8 Svajc
Rbst 9- Waedenswill, C. zemplinina
11-19 00; erjedé bor | Svajc ®
Stasa444
10-376 Als/zlléz botritizalt must Tolcsva C. zemplinina
Rst98/10/ Waedenswill, C. zemplinina
11-20 7; erjedé bor | Svajc ®
Stasa214
1131 KE402.8 Budapest C. zemplinina
' 6.02.19
11-60 | CBS4729 | Drosophila |USA® C. zemplinina
11-75 CBS6101 ismeretlen ° C. zemplinina
/3 o, .. | Tarcal ® C. zemplinina
11-88 T13.29 botritizalt sz616
/7 e, .1 | Tarcal ® C. zemplinina
11-101 16.4.20 botritizalt sz616
11-4 RIVE Kaptan-nal | Szlovakia ® C. zemplinina
i 3.16.2 kezelt sz616
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Azonosito | Egyéb Izolalas Izolalas helye és Fajnév
elnevezés forrasa ideje

b ..

11-107 | V% potritizalt sze15 | 1A C. zemplinina
10.5.11
11-124 |1/3 T2.3.1 | botritizalt sz818 | Tarcal ° C. zemplinina
11-128 | 1/2 5.3.52 | botritizalt sz616 | Tarcal ° C. zemplinina
11-135 | 1/8 25.1.1 | botritizalt sz818 | Tarcal ° C. zemplinina
I/8 e, .. | Tarcal ® C. zemplinina
11-138 26.1.35 botritizalt sz616

1 ” b ..
11-144 L. V}‘\/IE. asz0l esszencia Erdébénye C. zemplinina
11-148 OE12 | aszii esszencia | Tolcsva® C. zemplinina
11-149 | LDE.l | asz esszencia | Tarcal ® C. zemplinina
11-150 I.SE.1 | aszu esszencia | Tarcal C. zemplinina
11-159 ILLA6 | aszl esszencia |Erd8bénye ® C. zemplinina
11-479 rothadd bandn Fulop szigetek, | C. zemplinina

Manila

11-659 | IV.BK21 | erjedé must [Badacsony C. zemplinina

a: Sipiczki M. (2003).; b: Csoma, H. és Sipiczki, M. (2008).; c: Naumov ¢és

Mtsi., (2002).

NCYC: National Collection of Yeast Cultures, United Kingdom; NCAIM:
National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms, Hungary;
CECT: Spanish Type Culture Collection, Spain; CBS: Westerdijk Fungal
Biodiversity Institute Collection, Netherlands .

30


https://ncaim.etk.szie.hu/national-collection-agricultural-and-industrial-microorganisms

3. Tablazat: A felhasznalt kontroll torzsek

Azonosito | Egyéb elnevezés Tulajdonsag Fajnév
11-182 NCYC 738 K2 killer S. cerevisiae
11-183 NCYC 232 K1 killer S. cerevisiae
11-184 NCYC 1006 Szenzitiv S. cerevisiae
10-642 S288C * S. cerevisiae

Lallemand Kereskedelmi starterkultara S. cerevisiae
Uvaferm 43
Ever Mycoferm . .| S. cerevisiae
CRU 31 Kereskedelmi starterkultara

*:Mortimer és Johnston, 1986
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4.2 Téptalajok

A munkank soran felhaszndlt taptalajokat Sipiczki és Ferenczy (1977),
Kreger van-Rij (1984) és Barnett és Mtsi., (1990) szerint készitettiik el és

azok Osszetételét a 4. tablazat tartalmazza.

4. tdblazat: Munkénk soran felhasznalt taptalajok Gsszetétele.

100 ml desztillalt vizben
100 ml desztillalt 0,5 g (NH4)2S04
vizben, pH: 5,0 0,1 g KH2PO4 (7,4 mM)
YPGL |10 g élesztkivonat SML |0,05 g MgSO4x7H0
1,0 g pepton 1,0 g gliikoz
2,0 g gliikk6z 100 ul Wickerham
vitamin-oldat
YPGA |100 ml YEPL SMA 100 ml SML
2,0 g por agar 2,0 g por agar
1000 ml ossztérfogat
1000 ml desztillalt 750 ml deszt.viz pH:5,0
Sporaztatd | visben 50¢g eleszt(? kivonat
: 10,0 g kalium-acetat 50,0 g gliikoz
K-acetatos | %> & o Krétas agar | 25,0 g agar
1,0 g ¢lesztd kivonat o s
taptalaj |5 ¢ gliikéz Kiilon elkészitve
26 0 o aar 250 ml 1% w/v -os
,Jgag CaCO3-01dat
1000 ml desztillalt 100 ml d,esztlllalt vizben
vizben 0,2 mg folsav
. . 0,2 mg biotin
bizmut- ammoénium- ,
o 40 mg Ca-pantotenat
citrat 5,0 g . .
o Wickerham | 200 mg inozitol
' natrium- szulfit 3,0 g vitamin |40 me niacin
Biggy | gliikoz 10,0 g ) & macty
. oldat 20 mg p-amino-
glyein 10.0 g benzoesav
¢élesztd kivonat 1,0 g g
bakteroldgiai agar 16,0 40 mg p1r1dqx1n. HCl
o ’ 40 mg aneurin. HCI
) /tiamin/
pH: 6.8 20 mg riboflavin
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MMM tapfolyadék

A oldat:
375 ml desztillalt vizben: 100,0 g gliikoz
100,0 g fruktéz
4,0 ml ,,ergo stock”
Ergo stock: 12,5 ml Tween 80
37,5 ml 95% (v/v) etanol
0,125 g ergoszterol
500 ml-re kiegésziteni desztillalt vizzel

B oldat:

250 ml desztillalt vizben: 6,0 g L+borkdsav
3,0 g L-almasav
0,5 g citromsav

C oldat:

250 ml desztillalt vizben: 1,7 g YNB (difco) €lesztd nitrogénbazis

ammonium-szulfat aminosavak nélkiil
2,0 g kazamino sav
6,0 mg myoinozitol
0,2 g CaClz
0,8 g L- arginin
1,0 g L- prolin
0,1 g triptofan

1,0 g ammonium foszfat

A, B és C oldat 6sszekeverve pH: 3,25
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4.3 Reagensek ¢és oldatok

Munkénk soran felhasznalt reagensek és oldatok dsszetételét az 5. tablazat
tartalmazza.
Roviditések: EDTA: Etilén-diamin-tetraecetsav

Tris: Trisz(hidroximetil)-aminometan

5. tablazat: Munkank soran felhasznalt reagensek és oldatok dsszetétele.

Oldatok a genomi DNS izolalasahoz (Millipore viz)

0,5 ml 2M Tris-HCI pH: 8.0
0,2 ml 0,5M EDTA (Sigma E5134) pH: 8.0
Lizis puffer (100 ml) | 2,0 ml 5M NaCl

2,0 ml Triton X
1,0 g SDS
IxTE (100 ml) 1,0 ml 1M tris-HCl
pH: 8.0 2,0ml 0,5M EDTA

RN4éz A torzsoldat | 10,0 mg Ribonukledz A (Sigma R 5000) 1,0 ml
10 mg/ml (1 ml) IXxTE

Oldatok az agar6z gélelektroforézishez

0,5 M EDTA (1000 ml) |25,5 g EDTA (Sigma E5134)
pH: 8.0 186,1 g NaOH

IMTRIS (1000mD) |5 4o 7iic (Sigma T6066)

pH: 8.0
10XTBE (1000 ml) é(5’9630ggb grf; V(Slgma T6066)

pH: 8.0 40,0 ml 0,5M EDTA (Sigma E5134)
IXTBE (1000ml) 1 6 111 10xTBE

pH: 8.0 ’

etidium-bromid
10 mg/ml torzsoldat | 100,0 mg etidium-bromid
(10 ml)
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CHEF oldatok (kariotipizalashoz)

1,0 ml 1 M Tris (Sigma T6066)

B p‘fgger (ICHEF ) 190.0 m1 0.5 M EDTA (Sigma E5134)
U0y 10,0 ml 10% (v/v) Na-Lauril-Szarkozin
CPE 4,0 ml 1 M citromsav
(100 ) 60,0 ml 0,2 M Na;HPO,
4,0 ml 0,5 M EDTA (Sigma E5134
4,0 ml 1 M citromsav
CPES 60,0 ml 0,2 M Na;HPO4
(100 ml) 4,0 ml 0,5 M EDTA (Sigma E5134)

21,84 g szorbitol

Proteinaz K torzsoldat
20 mg/ml (1 ml)

20,0 mg Proteinase K

9,1 g szorbitol

Aputier (O0mD 15 ml 0,5 M EDTA (Sigma E5134)
pH: 7/, 5ml 1 M Tris (Sigma T6066)
0,5844 g NaCl
B puffer (100 ml) 2,0 ml 0,5 M EDTA (Sigma E5134)

5,0 ml 1 M Tris (Sigma T6066)
10,0 ml 10% (v/v) Na-Lauril-Szarkozin

0,65 M-os KCI oldat

1000 ml millipore vizben
48,45g KC1

5 M-os K-acetat oldat

1000 ml millipore vizben
490,7 g K-acetat

3 M-os Na-acetat oldat

1000 ml millipore vizben
246,0 g Na-acetat

Zymolyase 20T
torzsoldat 10 mg/ml (1
ml)

10 mg Zymolyase 20T (ICN 320921)

10% w/v-os SDS

100,0 ml Millipore vizben
10,0 g Na-dodecil-szulfat
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Boraszati analitikai vizsgéalatok oldatai
0,1 M NaOH oldat
(1000 ml) 4,0 g NaOH
1 M NaOH oldat
(1000 ml) 40,0 g NaOH
1/64 n K(HIO3),
oldat (10(00 ml)) 0,5076 g K(HIO3)2
16-17 v/v%-0s H2SO4 | 830,0 ml desztillalt viz
oldat 80,0 ml cc H2SOq4
Keményitd 20,0 g keményitd
(1000 ml) 20,0 g KI
CuSOy4 oldat 41,92 g CuSO4 * 5 H20
(1000 ml) 10,0 ml cc H2SO4
Seignette s6 oldat | 250,0 g K-Na-tartarat
(1000 ml) 80,0 g NaOH
30 % w/v KI 300,0 g Kalium-jodid
(1000 ml) 100,0 ml 1 M NaOH
NazS:03 oldat 9,05 g vizmentes Na>S,03
(1000 ml) 2,0 g NaOH
Fenolftalein indikator | 1,0 g fenolftaleint
(100 ml) 60,0 ml 96 %-os alkohol
20 % w/v borkdsav "
oldat (100 ml) 20,0 g borkdsav

4.4 Makro- és mikromorfoldgiai vizsgalatok

A makromorfologiai vizsgalatok sordn megfigyeltik a vizsgalt
¢lesztotelepek forméjat, nagysagat, szinét, allagat, felszinét, strukturajat és

korvonalat. A vizsgalathoz a torzsekbdl egy kacsnyit oltottunk le YPGA

taplemez kozepére és 25°C-on inkubaltuk 30 napig.

A mikromorfoldgiai vizsgéalathoz egyéjszakas YPGL-ben novesztett sejteket

hasznaltunk. Az élesztdsejtek méretét, alakjat, sarjképzését nativ mintan
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figyeltilk meg faziskontraszt mikroszkdpos vizsgalattal 400X nagyitason.
Ezekhez a vizsgalatokhoz YEPA taptalajon ndvesztett 3 napos tenyészeteket,
illetve az oridstelepek megfigyeléséhez 1 honapos leoltdsokat hasznaltunk.

Az inkubalas 25°C-on tortént.

4.5 Novekedési és asszimilacios vizsgalatok

A konvencionalis ¢élesztOfaj-meghatarozasi modszereket Kreger van-
Rij és Barnett leirasai alapjan végeztiik el (Kreger van-Rij 1984, Barnett ¢és
Mtsi., 1990). Az  ¢lesztotorzsek  fajra  jellemzd,  specifikus
enzimrendszereikkel kiilonboz6 szénforrdsokat képesek metabolizalni az
energia sziikségletiik fedezéséhez. Az asszimildciés vizsgalatok altal
megallapithatjuk, hogy az izolalt, kiilonbozd élesztétorzsek anyagesere
folyamataik sordn milyen szén- és nitrogénforrast képesek felhasznalni.
Vizsgalataink soran szénforrasként gliikkozt, galaktozt, maltézt, cellobiozt,
raffin6zt, mannitot és glicerint, nitrogénforrasként lizint, illetve nitratot
tartalmazé minimél (SMA), valamint vitaminmentes minimal taptalajokat
alkalmaztunk. A vizsgalt telepeket steril barsony segitségével, replikdzas
modszerével vittikk fel a kiilonbozd szén- és nitrogénforrast tartalmazé
minimal taptalajainkra. Fontos taxondmiai bélyeg a torzsek 37°C-on vald
novekedése, melyet komplett tiptalajon (YEPA) vizsgaltunk. Az SMA
taptalajokat 25°C-on inkubaltuk és 6t nap utan olvastuk le a csészéket.
A vizsgéalathoz kivalasztott szubsztratokkal faj szint
elkiilonitést tudtunk végezni, illetve az altalunk beoltott starterkultiraként
hasznalt torzsek asszimilacios képességeivel Osszevetve a tobbi torzs

eredményét ki lehet alakitani egy ,,starterkultira gyan(s” csoportot az
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izolatumok kozott. Ezekbdl a csoprtokbol keriiltek ki azok a reprezentativ

izolatumok, melyekkel a molekularis ujjlenyomat technikékat elvégeztiik.

4.6 A torzsek molekularis taxonémiai meghatarozasa
4.6.1 Genomidlis DNS izolalasa

A genomi DNS izoléalasahoz 24 o6ras folyékony tenyészetet készitettiink
a torzsekbdl YPL tapfolyadékban. A Genomi DNS izolaldsa Hanna és Xiao
(2006) szerint tortént.
50 ml 25 °C-on inkubalt elétenyészetet centrifugaltunk (4000 rpm, 5 perc,
4°C, rotor rmax=95mm) ezutan, mostuk 1 ml millipore vizzel, majd
atpipettaztuk 2 ml-es eppendorf csovekbe. Ezt Gjabb centrifugalas kovette
(4000 rpm, 5 perc, 4°C, rotor rmax=95mm), hozzdadtunk 0,2 ml lizis puffert,
0,2 ml fenol-kloroformot és 0,3 g iliveggyongyot. A sejteket 5 percig
vortexeltiik, majd 0,2 ml 1xTE oldatot adtunk hozza. A kovetkezd 1épésben
centrifugalds utan (4000 rpm, 5 perc, 4°C, rotor rmax=95mm) 0j eppendorf
csovekbe pipettaztuk a feliiliszot és 2 ml abszolut etanollal elvégeztik a
kicsapast.
A precipitatum kitilepitésért centrifugaltuk a cséveket (13000 rpm, 10 perc,
4°C, rotor rmax=95mm). A feliiliszét dvatosan leszivtuk. A pelletet 70v/v%-
os etanollal mostuk, centrifugaltuk (13000 rpm, 3 perc, 4°C, rotor
max=95mm) majd a feliiliszot dvatosan leszivtuk €s széritottuk a pelletet.
Széaradas utan a kapott nukleinsavat 1xTE-ben felvettiik és RN4azzal kezeltiik
37°C-on 30 percig. 1% w/v-os agardz gélben (hozzdadva Sul etidium-bromid
10 mg/ml torzsoldatbol), 1xTBE pufferben 120 V-on futattuk 5 pul DNS
minta, 12 pl desztillalt viz és 3 ul ,,loading” puffer elegyét.
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4.6.2 Az rRNS-eket kodold szakaszok amplifikalasa polimeraz

lancreakcioval és a szekvencia analizise

A pontos molekuléris taxondmiai meghatdrozashoz két konzervativ
régionak, az ITS1-5.8S rRNS-ITS4 ¢s a 26S rRNS nagy alegység (LSU)
D1/D2 doménjét kodolod régidoknak a szekvencia analizisét hasznaltuk fel.

A vizsgalatok soran az ITS1-5.8S rRNS-ITS2 régiot az alabbi primereket
felhasznalva szaporitottuk fel (White és Mtsi., 1990):

ITS1 (5 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3)

ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3°).

Az rRNS 26S nagy alegységének DI1/D2 doménjat az NL-1 és NL-4
primerekkel szaporitottuk fel (O’Donnell, 1993).

NL1 (5> GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG 3))

NL4 (5> GGT CCG TGT TTC AAG ACG G 3’)

Az amplifikacidohoz a kovetkezd PCR reakcio elegyet mértiik 0ssze:
34,5 ul Millipore viz
10 ul PCR puffer MgClz-dal 10x (Thermo Fisher Scientific B34)
2 pl ANTP mix (10mM) (Thermo Fisher Scientific 18427089)
0,5-0,5 pl forward és reverse primer (100 uM)
0,5 pl Dream Taq Polymerase enzim (5 u/pl) (Thermo Fisher Scientific
EP0701)
A reakci6 elegyhez 2 pl (1-4 ng/ul) genomidlis DNS-t adtunk.
A gélelektroforézis soran 3 pul PCR terméket 100 ml 1v/v%-os 5 ul (5
ng/ml) hozzaadott ethidium-bromidot tartalmaz6 agardz gélben 120V-on, 1x

TBE pufferben futtattuk. A termékek vizualizacidhoz UV transilluminatort
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hasznaltunk (MiniBIS Pro transzilluminator, DNR Bio-Imaging Systems
Ltd., GelCapture version 5.8 szoftverrel). Méret sztenderdként 1 kb DNS
1étrat hasznaltunk (Thermo Scientific SM0243).

Az Applied Biosystems 2720 késziilékét hasznaltuk a célszekvencidk

felsokszorositasahoz.

A PCR programunk az alabbi ciklusokbol allt:

ITS1-5,8S-ITS2 PCR: 94 °C 2 perc, 25x: 95 °C 1 perc, 60 °C 1 perc, 75 °C

1 perc és 72 °C 15 perc.
D1/D2 PCR: 94 °C 2 perc, 35x: 94 °C 1 perc, 51 °C 1 perc, 72 °C 2,5 perc
¢s 72 °C 15 perc.

crer

(NanoDrop Thermo Fischer) meghataroztuk, majd 15 ng/ul koncentraciora
kihigitottuk. A mintat a Microsynth cég bécsi laboratoriumaba kiildtiik
szekvenalasra. A szekvendldst minden esetben mindkét irdnybol
elvégeztettiik. A kapott szekvencia parokat illesztettiik és ha valahol
bizonytalan nukleotidot talaltunk az egyik szekvenciaban, de a vele szemben
1évé nukleotid beazonosithatd volt, akkor az alapjan hoztuk létre a
konszenzus szekvenciat, amit a tovabbi elemzéshez hasznaltunk fel.

A szekvenciak taxonomiai hovatartozdsanak vizsgalata érdekében
eldszor altalanos hasonlosagkeresést végeztink az NCBI GenBank
adatbazisdban ahozzd kapcsolt BLAST szolgaltatas segitségével.
A leghasonlobb talalatok alapjan valdszintisithetd volt, hogy melyik fajhoz

tartozhatott a szekvencia. Ennek egyértelmiivé tétele érdekében a szekvenciat
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Osszehasonlitottuk a faj tipustorzsének szekvencidjaval, amit a CBS
adatbazisbol toltottiink le
(http://www.cbs.knaw.nl/Collections/Biolomics.aspx?Table=CBS%20strain
%20database).

4.6.3 PCR-ujjlenyomat mddszerek

Az alabbi RAPD ¢és mikroszatellit primereket hasznaltuk: primer 24
(5'-GCG TGA CTT G-3') (Baleiras Couto Mtsi., 1996), primer RF2 (5’-CGG
CCC CTG T-3') (Paffetti és Mtsi., 1995), és (GTG)s (Lieckfeldt és Mtsi.,
1993), 1283 (5'-GCG ATC CCC A-3') (Akopyanz et al., 1992).

Az interdelta genotipizalast (3-PCR) Legras ¢és Karst (2003)
protokollja szerint végeztiik el az alabbi primerekkel:

deltal (5’-CAAAATTCACCTATWCTCA-3’),

delta2 (5’-GTGGATTTTTATTCCAACA-3’) és

deltal2 (5'-TCAACAATGGAATCCCAAC-3").

0-PCR reakciokat az alabbi két kombinacidoban végeztiik el: deltal-2
¢és delta 12-2, Pfliegler és Mtsi 2014 szerint.

A PCR fingerprinting reakcidjdhoz sziikséges genomi DNS
koncentraciojat UVS-99 Micro-Volume UV/Vis Spektrofotométeren
(ATCGene) mértiik le és 100 ng/ul koncentraciora allitottuk be. Minden
egyes reakcidhoz 50 ng-t hasznaltunk fel. PCR reakciok az alabbi program
szerint késziltek el: 94 °C, 5 perc, 30x (94 °C 50 masodperc, Tm 50
masodperc, 72 °C 50 mésodperc), 72 °C 5 perc. A Tm RF2 primer esetében
36 °C-ra, RAPD24 primer estében 38 °C-ra RAPD1283 primer esetében
36°C-ra, (GTG)s esetében 50 °C-ra és a 0-PCR esetében 55 °C-ra volt
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beallitva (Akopyanz et al., 1992; Legras and Karst 2003; Pfliegler és Sipiczki.
2016). Az amplifikacidhoz, a GoTaq® DNA polimerazbdl (Promega) 1,5
egységet hasznaltunk GoTaq Green pufferel (Promega) kiegészitve MgCl,.
vel (Thermo Scientific) 2,5 mM vég koncentracioval és 1 pg BSA-val
(Biolabs). A primereket 25 pmol-os koncentracioban hasznaltuk. Az
ujjlenyomat PCR reakcidkat 25 pl végtérfogattal allitottuk Ossze és az
Applied Biosystems 2720 késziilékét hasznaltuk a felszaporitashoz.

A PCR termékeket 1.4% w/v (RAPD24, RF2, RAPD1283 (GTG)s) és
2% w/v (6-PCR) agardz gélben valasztottuk el, a festést ethidium-bromiddal
végeztiik. Az elektroforézist az aldbbi bedllitasokkal végeztik: 90V, 75
percig 1xTBE pufferben, a vizualizdicibhoz UV transzilluminatort
hasznaltunk (MiniBIS Pro transzilluminator, DNR Bio-Imaging Systems
Ltd., GelCapture version 5.8 szoftverrel). Az 1 Kb és ®X174 DNA/ Hinfl
DNS [étrat hasznaltuk méret sztenderdként (Thermo Scientific).

A savmintazatokbol binaris matrixot hoztunk 1étre, amibdl
tavolsagmatrixot szamoltunk a Dice koefficiens alapjan, majd az UPGMA
algoritmussal dendrogrammot készitettiink a http://genomes.urv.es/yUPGMA/
szolgaltatas (Garcia-Vallvé és Mtsi., 1999) felhasznalasaval. A dendrogram
elkészitéséhez a FigTree v1.4.2. szoftvert alkalmaztuk. A két interdelta és a
harom RAPD/mikroszatellita analizis eredményeit kombinaltuk, hogy két
még részletesebb dendrogramot kapjunk. Abban az esetben végeztiink
bioldgiai ismétlést, ha valamilyen technikai okbdl kifolyolag nem kaptunk

mintazatot.
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4.6.4 Elektroforetikus kariotipizalas

A kromoszomalis DNS-t agar6z blokkokba agyaztuk Karanyicz és
Mtsi., 2017 protokollja alapjan. Egyéjszakds (25 °C) YPL tapfolyadékban
1,5x 107 sejt/ml-re allitottuk be. A sejteket centrifugaltuk 4000 rpm-en 5
percig , 4°C-on. A kililepedett sejteket 2ml, 50 mM EDTA oldattal mostuk,
majd centrifugéltuk 4000 rpm-en 5 percig , 4°C-on. A sejteket 500 pl 250
ng/ml Zymolyase 20T enzimet és S mM DTT-t tartalmazdé CPES pufferben
felszuszpendaltuk. Az alacsony olvadasponti agarozt felforraltuk, majd 50
°C-os szarazblokkba tettiik. 500 pl 50 °C-os 2% w/v-os alacsony
olvadaspontu agarozt kevertiink a sejtszuszpenzidhoz, majd 200 pl térfogata
formakba pipettaztuk azt. Az agar6z megszilardulasahoz hiitoszekrénybe, 4
°C-ra helyeztiik a mintdkat 10 percre. Az agardz blokkokba dgyazott mintakat
1,5 ml CPE pufferbe helyeztiik és 37 °C-os szarazblokkban inkubaltuk két
oran at, mialatt protoplasztalodtak a sejtek. A mintakrél a CPE puffert
leszivtuk €és ramértiink 1,5 ml, 0,5 mg/ml Proteinase K enzimet tartalmazo
lizis puffert. 50 °C- on inkubaltuk a mintékat egy éjszakan at. A lizis puffert
eltavolitottuk és 1,5 ml, 1x TE oldattal hiromszor mostuk a mintakat. A
mosasok kdzott az agar6z blokkokat 50 °C-on 20 percig inkubaltuk.

A beagyazott mintakbol kiszabadithatd kromoszoémaméreti DNS
molekuldkat 1% w/v-os agardéz gélben (Chromosomal grade, BioRad,
Hercules, CA) 0,5x TBE pufferben a CHEF-Mapper (Bio-Rad) késziilekkel
végzett pulzald erdterli elektroforézissel méret szerint szétvalasztottuk. A
futési paraméterek az alabbiak voltak: 200V, 6 V/cm, 14 °C, linear ramping
60-tol 120 s -ig 24 oraig.
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Az elvalasztast kovetden a gélt 5 pg/ml ethidium-bromidot tartalmazo
Millipore vizben 10 percig festettiik. Festés utan a gélt 4zni hagyjuk desztillalt
vizben, 4 °C-on egy ¢jszakan keresztiil. Vizsgaltuk a kromoszomakat
képviseld savok szdmat és méretét (a torzs kariotipusat). A kromoszémalis
sav mintazatot UV-transzilluminatoron fényképeztiik. A térzsek kariotipusait

UPGMA analizissel hasonlitottuk dssze az el6z0 fejezetben leirtak szerint.

4.6.5 Mitokondrialis DNS (mtDNS) kivonasa és restrikcios

analizise.

A mtDNS-t exponencidlis fazisban levd tenyészetbdl vontuk ki
Defontaine és Mtsi. (1991) protokollja alapjan.

50 ml YPL-ben felszaporitott, exponencialis fazisu sejttenyészetbol
indultunk ki. A sejteket centrifugaltuk 4000 rpm-mel, 5 percig , 4°C-on, rotor
max=95mm. A feliiluszo6t dvatosan ledntottikk €s 4 ml steril desztillalt vizzel
mostuk a sejteket majd centrifugaltuk 4000 rpm-mel, 5 percig , 4°C-on, rotor
max=95mm. A feliiliszot leontottiik és 4 ml, 50 mM-os, hideg EDTA-val
mostuk a sejteket, majd centrifugaltuk 4000 rpm-mel, 5 percig , 4°C-on, rotor
rmax=95mm. A feliiliszoét eltavolitottuk és az iiledéket felszuszpendaltuk 10
ml 1,2 M szorbitolt, 50 mM EDTA-t és 2 v/v% merkaptoetanolt tartalmazo
oldatban. 37 °C-on inkubaltuk 10 percig. A mintdkat 4000 rpm-mel 5 percig
centrifugaltuk , 4°C-on, rotor rmax=95mm. A feliilusz6 ledntése utan S ml ,,A”
pufferben felszuszpendaltuk a sejteket.

A protoplasztalashoz 0,7 ml merkaptoetanolt és 10 mg Zymolyase
20T enzimet hozzaadtunk az elegyhez. 37 °C-on 60 percig inkubaltuk a

sejteket, mikdzben idonkét atforgattuk a mintakat. A protoplasztok feltarasat
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szonikatorral végeztiik az alabbiak szerint: a mintakat jégben hiitve 19,3-19,5
KHz-en 7 masodpercig kezeltik majd 23 madsodpercig pihentettik a
felmelegedés elkeriilése végett, ezt 2 percen keresztiil folytattuk. Ezutan
lecentrifugaltuk a sejteket 2800 rpm-mel 10 percig , 4°C-on, rotor
rmax=95mm. A feliiluszot atpipettaztuk 0j 2 ml-es eppendorf csévekbe, majd
centrifugéltuk, 13000 rpm-mel 10 percig , 4°C-on. A feliilusz6t leszivtuk és
a pelletet 3-szor mostuk 0,5 ml ,,A” pufferrel, kozben centrifugaltuk 13000
rpm-mel 5 percig , 4°C-on, rotor rmax=95mm. A kovetd Iépésben a sejteket
0,5ml ,,A” pufferben felszuszpendaltuk és 2ul DNéz-val és 2ul 25 mM
MgCl-val kezeltik 10 percig szobahdn, mikézben néha megkevertiik.
Hozzéadtunk még Iml ,,A” puffert és 13000 rpm-mel, 10 percig
centrifugaltuk , 4°C-on, rotor rmax=95mm. A feliiluszot leszivtuk és az
iiledéket 0,5 ml ,,B” pufferben felvettiik, majd 30 percig szobahdmérsékleten
inkubaltuk, idonként atforgattuk. 0,5 ml Fenol:Kloroform:Izoamil alkoholt
pipettaztunk az elegyhez majd 13000 rpm-mel 10 percig centrifugéltuk , 4°C-
on, 4 °C-on, rotor rmax=95mm. A felsd vizes fazist atpipettaztuk egy uj
Eppendorf csdbe, amihez 40 pl Na-acetatot és 400 pl izopropanolt adtunk. Az
elegyet Ovatosan Osszekevertik majd centrifugaltuk 13000 rpm-mel, 10
percig , 4°C-on, 4 °C-on, rotor rmax=95mm. A feliiluszot eltavolitottuk és 70
v/v%-os etanollal mostuk a pelletet, majd centrifugaltuk 13000 rpm-mel, 5
percig , 4°C-on, 4 °C-on, rotor rmax=95mm. Ezt kdvetéen a mintdkat
megszaritottuk, és felvettiik 30 pul 1x TE-ben majd 2 ul RNéaz A oldatot (10
mg/ml) adtunk hozza. 37 °C-on 30 percig inkubéltuk a mintakat. 20 pl
mtDNS-t emésztettiik EcoRV(Thermo Scientific) restrikcios
endonukledzzal., A kapott fragmenseket 0,7% w/v-os agar6zgélben 0,5x

TBE-ben valasztottuk el, majd transziluminatorban vizualizaltuk.
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4.7 A torzsek fiziologiai vizsgalata

4.7.1 Sporulacids képesség meghatarozasa

A sporulaciot sporaztaté K-acetat-os taptalajon indukaltuk. YPGA
komplett taptalajon novesztett telepekbdl egy kacsnyit oltottunk at a
sporaztatd taptalajra. A csészéket 25 °C-os termosztatban inkubaltuk 30
napig, majd faziskontraszt mikroszkdpban 400X nagyitdson megfigyeltiik a

sporazasi képességiiket.

4.7.2 A torzsek kénhidrogéntermeld képessége

A kénhidrogéntermeld képességet két kiillonb6z0 modszerrel
hataroztuk meg.
A kénhidrogén termelés meghatirozasa Nickerson (BiGGY) agar-on
(DIFCO) tortént Nickerson WJ. 1953 cikke alapjan. A csészéket 25 °C-on,
inkubaltuk és 5 nap mulva értékeltiik. Az ¢€lesztd telepek elszinezddésének
mértéke ardnyos a termelt kénhidrogén mennyiségével.
1= fehér, 2 = krém, 3 = vildgos barna, 4 = barna, 5 = sotét barna, 6= fekete.
(Sipiczki és Mtsi., 2001).

A C. zemplinina torzsek vizsgalatahoz a Nickerson (BiGGY) agart
ugy moédositottuk, hogy eldsegitsiik a térzsek gyors novekedését: a glicin, a
natrium-szulfit és a bizmut-ammoOnium-citrdt mennyiségét a felére
csokkentettiik Nickersonhoz képest (1953) eldzetes kisérletekre alapozva.

A torzsek kénhidrogén termeld képességét Linderholm (Linderholm
¢és Mtsi, 2008) mddszere alapjan is meghataroztuk fermentacios koriilmények

kozott. A modszer lényege, hogy a termelt illékony hidrogén szulfid az
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O0lomacetat matrixban 1év6 6lommal kdlcsonhatasba 1épve sotét csapadékot
képez. A fermentaciot 5S0ml MMM tépfolyadékban kiviteleztiik, melyet
elétenyészettel oltottunk be. A lombikok gézterébe dlom-acetat-os tesztcsikot
(Sigma-Aldrich 06728) logattunk, melynek elszinezddését 5 nap 25°C-os

inkubalas utan olvastuk le.

4.7.3 A torzsek savtermeld képessége

A torzsek savtermelési képességét Custer féle krétds agaron
vizsgaltuk meg (Belarbi és Lemaresquier, 1994). YPL tapfolyadékban
ndvesztett sejtszuszpenziobol 1,0X10° sejt/ml  koncentraciojt 10 ul
szuszpenziot cseppentettiink ki a krétds agarra. A csészéket 25 °C-on,
inkubaltuk. 5 nap és 30 nap mulva mértiik a savtermelés esetében képzodott
feloldasi zonat.

Illetve a torzsek egyéjszakas tenyészetével beoltott YPL tapfolyadék
fermentlevének sav-bazis titralasdval meghataroztuk az dsszes titralhato sav
tartalmat.

Az ecetsav és almasav termelést a torzsek egyéjszakas tenyészetével

beoltott YPL tapfolyadék fermentlevének analitikai mérésével TDI

MiuraOne automata bor analizatorral hataroztuk meg.

4.7.4 Killer aktivitas vizsgélata

A killer aktivitdist Woods és Bevan (1968) publikéacidja szerint
vizsgaltuk. A killer aktivitds vizsgalathoz 24 oras tenyészetet készitettiink,

amibdl 10 pl-t sejtszuszpenziot csepegtettiink ra a 11-184 killer szenzitiv
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torzs pazsitjaval szélesztett taptalajra. A torzsek szenzitiv tulajdonsagat a S.
cerevisiae K1-tipusu killer 11-183 és a K2-tipusu killer 11-182 torzsekkel
csepegtettiink a sajat izolatumainkkal pazsitot szélesztett taptalajokra. A
vizsgalathoz YPGA taptalajt hasznaltunk, amit 0.003 g/l metilénkékkel
egészitettiink ki. Killer pozitiv aktivitas esetén egy gatld zona alakul ki és az

elhalt sejtek kékre szinezOdnek a zona szélén.

4.7.5 Ozmotikus tolerancia vizsgalata

Az ozmotikus kdriilmények torzsek novekedésére gyakorolt hatasat 2,
20, 30, 40, 50 ¢és 60% w/v glikoz tartalmu YPGA taptalajon és YPGL
tapfolyadékban vizsgaltuk, melyeket 25 °C-on inkubéltuk 10 napig. Az
agarlemezeken végzett csepptesztekhez a torzsek YPGL-ben egy napig 25
°C-on novesztett, centrifugalt tenyészeteinek pelletjét egyszer steril vizzel
mostuk, majd steril vizben OD 0,1-es sejtszuszpenziot készitettiink. A
szuszpenziokbodl 10 pl-t cseppentettiink a taptalajokra.

A tapfolyadékban a sejtszam gyarapodédsat a tenyészetek optikai

denzitadsanak valtozadsanak mérésével vizsgaltuk 590 nm-en 48 6ra mulva.

4.7.6 Novekedési gorbék felvétele optikai denzitas alapjan

A torzsek egyéjszakas eldtenyészetét kiilonbozd Osszetételit YPL
tapfolyadékba leoltotunk 0,1 OD értékben, majd 12 °C és 22 °C-on rézatés
nélkiil inkubéltuk azokat. A torzsek szaporodasat 590 nm-en fotometralva

nyomon kovettiik a lag fazist 3 6rdnként, majd 24 oOranként Amint az
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abszorbancia meghaladta a 0,8 OD értéket, akkor a tenyészetet a kiivettdban

tapfolyadékkal meghigitottuk a torzitas elkeriilése végett.

4.7.7 Erjesztési erély meghatarozasa a CO; elillandsabol szarmazé

tomegveszteség mérése alapjan

A prébaerjesztéshez 100 ml-es Erlenmeyer lombikokat hasznéltunk,
melyeket kotyogoval ellatott gumidugoval zartunk le. A kotyogon keresztiil
a termelddott CO; szababon eltdvozik. A torzseket 50 ml modositott YPGL
tapfolyadékba oltottuk 0,1 OD bedllitadsaval, majd 42 napon keresztiil
végeztiik a fermentacios tesztet két hdmérsékleten (12 °C és 25 °C), razatas
nélkiil. Az lombikok tomegét 72 6ranként analitikai mérlegen megmértiik. A
tomegveszteség mértékébol kdvetkeztetni tudunk az erjedés soran keletkezd
CO> képzddésének mértékére, igy kozvetve a torzsek erjesztési erejére és

arra, hogy egyaltalan nem vesztették-e el az erjesztési képességiiket.

48 A C. zemplinina versenyképességének vizsgalata a kevert
starterkultirakban

A torzsekbdl egyéjszakas tenyészetet készitettink YPGL
tapfolyadékban. Masnap a tenyészetek sejtszamat 1,0x10° sejt/ml-re
kihigitottuk és a lentebbi aranyokat a folyékony sejttenyészetek adott
térfogatainak Osszekeverésével allitottuk be. A tenyészeteket 12 °C-on
inkubaltuk, majd 9, 25, 49, 97, 145 és 245 6ra mulva Biirker-kamraban
szamoltuk a kiilonboz0 fajok sejtszamat. A fajok elkiilonitését a sejtek mérete
alapjan végeztik. A vizsgdlathoz moddositott YPL tapfolyadékokat

készitettiink, melyekben 20% w/v és 40% w/v gliikoz tartalmat, valamint
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8v/v% etanol végkoncentraciot allitottunk be. A S. cerevisiae és S. uvarum
torzsek megkiilonboztetéséhez szélesztettik a mintdkat komplett YPGA
tdplemezre, majd random 100-100 telepet izolaltunk. Az izolatumokat 37 °C-
os termosztatba tettiik 3 napon keresztiil. A S. cerevisiae képes ezen a
hémérsékleten ndvekedni, mig a S. uvarum nem, igy megallapitottuk, hogy

milyen ardnyban nétték tal egymast a torzsek.

A kisérletekhez az alabbi torzseket hasznaltuk fel:
C. zemplinina: 10-374; S. cerevisiae: 10-489; S. uvarum: 10-486

A Kkisérleti beallitasokat a 6. tdblazat tartalmazza.
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6. tablazat: C. zemplinina versenyképességének vizsgalata kiilonboz6 aranyban kevert starterkultarakban és

tapfolyadékokban

Sejtkoncentracio aranyok

1:1
1:1:1
1:2

2:1

2:1:1
1:2:2

1:4

4:1

4:1:1

YPGL

:C.z.-S.c.
:C.z.-S..
:C.z-S.u.-S.c.
:C.z.-S.c.
:C.z.-S..
:C.z-S.c.
:C.z.-S..
:C.z.-S.u.-S.c.
:C.z.-S.u.-S.c.
10: C.z.-S.c.
11: C.z.-S.u.
12: C.z.-S.c.
13: C.z.-S.u.
14: C.z.-S.u.-
S.c.

O 0 1IN DN K= W~

YPGL+20% w/v
gliikoz

C.z.-S.c.

C.z.-S.u.

15:
17:

19:
21:
23:
25

27:
29:
31:
33
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C.z.-S.c.
C.z.-S.u.
C.z.-S.c.
:C.z.-S.u.

C.z.-S.c.
C.z.-S.u.
C.z.-S.c.
: C.z.-Sa.

YPGL+40% w/v
gliikoz

: C.z.-S.c.
18:

16

20:
22:
24

26

28:
30:
32:
34:

C.z.-S.u.

C.z.-S.c.
C.z.-S.u.
C.z.-S.c.

:C.z.-S.u.

C.z.-S.c.
C.z.-S.u.
C.z.-S.c.
C.z.-S.u.

YPGL+8%
w/v etanol

35:
36:

37:
38:
39:
40:

41:
42:
43:
44

C.z.-S.c.
C.z.-S.u.

C.z.-S.c.
C.z.-S.u.
C.z.-S.c.
C.z.-S.u.

C.z.-S.c.
C.z.-S.u.
C.z.-S.c.
C.z.-S.u.



4.9 Mikrovinifikaciods kisérletek

4.9.1 Mikrovinifikacié a Sods és Asvany 4ltal izolalt Tokaj torzsek

vizsgalatahoz

Az 0sszes Tokaj torzs vizsgalatdhoz 50 ml autokléavozott Tarcalon
sziiretelt Sargamuskotaly sz616bol préselt mustot (204.3 g/1 cukortartalom,
tenyészettel beoltottunk majd 12 °C-s termosztitban 30 napon keresztiil
inkubaltunk. Az erjedést két parhuzamos kisérletben vizsgaltuk. A cukor-,
gliikoz-, frukt6z-, és alkoholtartalom minden 5. napon meghatarozasra kertiilt.
A 30. napon az erjedés befejez0dott és a borok maradék cukor-, glicerin-,
végso alkohol-, teljes sav €s az illosav-tartalma meghatarozasra keriilt Bruker
Alpha FTIR spektrométer (Bruker Optic GmbH, Germany) alkalmazasaval.
Az eredményeket a Bruker OPUS szoftverrel értékeltiik ki. A habképzddést

szemrevételezéssel figyeltiik meg.

A 10-1347 (T7) és a 10-1358 (T22) torzsek tovabbi vizsgalatdhozl
liter autoklavozott sargamuskotaly mustot (259,5 g/l cukor; 5,0 g/l sav; 3,69
pH) beoltottunk ugy, hogy a sejtszam a végtérfogatra vonatkoztatva 5,0x10°
sejt/ml legyen, majd 12 °C-os termosztitba tettilk. Az erjedést két
parhuzamos kisérletben vizsgaltuk. Az erjedés dinamikdjat a must
cukortartalmanak a mérésével detektaltuk. Az elkésziilt borok alap analitikai
elemzését elvégeztiik a klaszikus mddszerekkel, mely soran meghataroztuk a
kierjedt borok alkohol-, cukor-, sav-, illosav tartalmat és pH értékét. A

habképzddést szemrevételezéssel figyeltiik meg végig az erjedés alatt.
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4.9.2 Mikrovinifikéci6é a multistarterhez fejlesztéshez kivalasztott

torzsek vizsgéalatdhoz

A C. zemplinia, S. cerevisiae és a S. uvarum torzsek fiziologiai
tulajdonsagaiknak a megismeréséhez a torzseket Erlenmeyer lombikba
oltottuk le YPGL 50 ml tapfolyadékba 20% w/v gliikkézzal, 0,1 OD értékkel,
¢€s 20 napos probaerjesztést végeztiik két hdmérsékleten (12 °C és 25 °C).

Mivel boraszati szempontbdl nagyon jelentések a bormindség
szempontjabol az élesztok altal termelt fermentativ aromaanyagok, igy a
kivalasztott S. cerevisiae, S. wuvarum ¢és C. zemplinina torzsekkel
probaerjesztést végeztiink sargamuskotaly mustban. A kierjedt borokat
organoleptikus elemzéssel biraltuk 20 pontos rendszerben (lasd 4.12 fejezet!).
Féliizemi erjesztési kisérletek a multistarter fejlesztéséhez:

Az erjesztési kisérleteket 2010 és 2011 évben a Tokaj Keresked6haz
Zrt. boraszati lizemében valdsitottuk meg az alabbi térfogatokban:

1.: 150 liter acél tartalyban kontroll: spontén erjedd

2.: 150 liter acél tartadlyban: S. cerevisiae (10-489) + S. uvarum (10-
486) +C. zemplinina (10-374)

3.: 20 liter livegballonban S. cerevisiae (10-489)

4.: 20 liter ivegballonban S. uvarum (10-486)

5.: 20 liter tivegballonban C. zemplinina (10-374)

Az erjesztési kisérleteket 2012 évben a Tokaji Sz0lészeti és Boraszati
Kutatointézetben végeztiik el 20 liter térfogatban, tivegballonokban. A 2012-
ben kierjedt borokat 100 pontos birdlati rendszerben értékeltiik (lasd 4.12

fejezet!). 2013-ban a Majoros pincészetnél allitottuk be az erjesztési kisérletet
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fahordokban. A kisérletekhez felhasznalt mustok kezdeti cukor és

savtartalmat a 7. tdblazat tartalmazza.

7. Tablazat: A féliizemi erjesztési kisérletekhez felhasznalt mustok

Osszetétele

Evjarat Fajta Cukortartalom Savtartalom Kéntartalom
g/l g/l szabad/0sszes

mg/1

2010 Furmint 206,0 11,0 6/50

2011 Furmint 216,0 5,7 4/54

2012 Furmint 221,5 6,1 11/63

2013 Furmint 216,5 7,2 14/58

4.9.3 A probaerjesztések kivitelezése

A 2010 és 2011-ben végzett féliizemi erjesztési kisérletekhez a
sziiretet €s a must eldallitdsait a Tokaj Kereskedohaz Zrt. munkatarsai
végezték.

A tobbi erjesztési kisérletekhez a furmint és sdrgamuskotaly sz616t

kézi sziireteléssel szedtiik a tarcali Bakonyi diillobol. A sz6l6t bogyoztuk és
zuztuk. Melynek Iényege a bogydk levalasztisa a fiirtokr6l a karos
polifenolok beoldodésa elkeriilése végett és kiméletes cefrévé alakitdsa. A
kocsany és a sz6lémag mechanikai roncsolasa és a cefrébe azasa rontana a
bor mindségét.

Ezutan kovetkezett a mustelvalasztds, mely soran préselést nem
alkalmaztunk. Az igy kapott mustfrakciot, az Gn. szinmustot hasznaltuk fel a
kisérleteinkben.

A must kezelése

54



A mustot 100 mg/liter szabad kénessav szinttel kénessavas
nyalkézasnak és 12 6ras iilepitésnek vetettiik ala. A részlegesen letisztult
mustot dekantaltuk az iiledékrol.

A problémamentes erjedés végett a must asszimilalhaté nitrogén
tartalmat egy komplex ¢lesztotdpanyaggal az Uvaferm UVAVITAL
készitménnyel biztositottuk harom részletben a gyartdi utasitds szerint: 10
g/hl adagot a beoltas eldtt majd 10 g/hl adagot 30%-o0s cukorfogyds utdn majd
legvégiil 10g/hl tapanyagot az utderjedési fazisban adagoltunk a musthoz.

Az Uvaferm UVAVITAL egy komplex tépanyag az élesztok részére,
ami ¢lesztdsejtfalat, ammonium-sokat, aminosavakat, peptideket,
poliszaharidokat, tiamint, riboflavint, biotint, Ca-pantotenatot, folsavat,
niacint, magasabb szénatomszamu telitetlen zsirsavakat és szterolokat
tartalmaz. Ezaltal biztositja a fermentaci6 alatt a sziikséges nitrogén szintet.
A nitrogén az egyik legfontosabb tapanyag az élesztok részére, esszencialis a
fehérjék szintéziséhez ¢és a transzportfolyamatokhoz. A  tiamin
nélkiilozhetetlen a fehérjeszintézishez, enzimek aktivitdsdhoz ¢és a
sejtfalszintézishez. A tdpanyag utdnpotlas hatdsara csokken az elhtizodo,
elakad6 fermentacionak az esélye.

Beoltas starter kultaraval
Mind a labor Iéptékli mind a féliizemi erjesztésnél folyékony

taptalajban (YPGL) felszaporitott €élesztd kultaraval tortént a beoltds. A
torzsek felszaporitisa 25 °C-on tortént. A beoltast 5,0x10° sejt/ml
végtérfogatra beallitott sejtkoncentracioval veégeztiik. A
sejtszammeghatarozast Biirker-kamraval végeztikk. A beoltasra hasznalt
sejtszuszpenzidk térfogata a beoltandd6 must mennyiségéhez aranyositva

egyforma volt. A tiszta tenyészeteknél (10-374, 10-486 és 10-489) esetében
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3/3, mig a kevert multistarter esetében 1/3 10-486 + 1/3 10-489 + 1/3 10-374
térfogat egység volt.

Az erjedési hdmérséklet minden esetben 12 °C volt. Az élesztok
fitneszére karosan hatd hésokk elkeriilése végett tobb 1épcsdben, 5°C-onként
hideg, 12°C-os musttal hitottiik le az ¢€lesztok oldatat a kivant erjedési
hémérsékletre (12°C). A mar lehiilt élesztd oldattal oltottuk be az erjeszteni
kivant mustot.

Mintavételezés

A boraszati analitikai mérésekhez és az altalunk beoltott torzsek
nyomon kovetéséhez az erjedés alatt 7 naponta vettiink mintat.
Borkezelés

Az erjedés befejeztével a féliizemi tételeket megkéneztiik tigy, hogy a
szabad kén szint 40 mg/l legyen az illatanyagok megdrzése és az oxidécio

elkertilése végett.
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4.10. Klasszikus boranalitikai vizsgalatok

A cukor-, alkohol-, sav-, illésav tartalom meghatarozasat klasszikus
analitikai modszerekkel a Nemzetkézi Szolészeti €s Boraszati Szervezet
(OIV) a Bor ¢s mustvizsgalat nemzetk6zi modszereinek gytjteménye (Master
OIV.2023) szerint végeztik el. A vizsgalt paraméterekre alkalmazott

modszer leiratok azonositoszamat a &. tablazat tartalmazza.

&.tablazat: Alkalmazott klasszkus boranalitikai modszerek

Vizsgalt paraméter Alkalmazott OIV
modszer

Alkoholtartalom OIV-MA-AS312-01A
Osszes szarazextrakt- OIV-MA-AS2-03A
tartalom
Redukal6 cukor tartalom  OIV-MA-AS311-01A
Ill6savtartalom OIV-MA-AS313-02A
Kén-dioxid tartalom OIV-MA-F1-07
Osszes sav tartalom OIV-MA-AS313-01
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4.11 Miszeres analitikai modszerek

A C. zemplinina torzsek vizsgélata sordn az alkoholtermeld
képességét a fermentlébdl kimutathatd etanol koncentracidjanak a
meghatarozasaval allapitottuk meg, amihez a TDI Alcoquick 4000 infravoros
analizatort hasznaltuk. Az ecetsav és almasav termelést a torzsek egyéjszakas
tenyészetével beoltott YPGL tipfolyadék fermentlevének analitikai

mérésével TDI MiuraOne automata boranalizatorral hataroztuk meg.

A So6s és Asvany altal izolalt torzsek vizsgalata soran a teljes cukor-
tartalom, teljes savtartalom, gliikkdz-, fruktoz-, glicerin-, ecetsav-, és alkohol
koncentraci6 Bruker Alpha FTIR spektrométer (Bruker Optic GmbH,
Germany) alkalmazasaval keriilt meghatdrozasra. A mérési adatokat a Bruker

OPUS szoftverrel dolgoztuk fel.l

liékony vegyiiletek HS-GC-MS elemzése (g6ztéradagold ¢és

mintael6készitd, gazkromatograf és tomegspektrométer kapcsolt technika)

A borok illékony aromakomponenseinek meghatarozasat Bruker
Scion 436  gazkromatograffal végeztik, amelyhez Bruker SQ
tomegspektrométert kapcsoltunk. A rendszer DB-5MS kapillaris oszlopot (25
m 0,25 mm i. d. 1,0 um filmvastagsag) tartalmazott. A vivégaz hélium 5,0
volt, az aramlési sebesség 0,9 ml/perc volt allandd aramldsi mdédban. A
mintadkat 40 °C-on 20 percig inkubdltuk a headspace-iivegekben, keverés
nélkiil a Bruker SHS-40 automata gdztéradagold mintavaltoban. 1000 pl
headspace-mintat injektaltunk az oszlopra. A transzfervezetéket 230 °C-on,
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az injektor homérsékletét 250 °C-on tartottuk (20:1 szplit ardny). A kemencét
2 percig 40 °C-os kezdeti hOmérsékleten tartottuk, majd 10 °C/perc
sebességgel 280 °C-ra emeltiik, és 3 percig tartottuk ezen a hdmérsékleten. A
tomegspektrumokat teljes pasztazasi modban vettiik fel. Az illékony
vegyliletek azonositasa a National Institute of Standards and Technology
(NIST) tomegspektrometriai  konyvtarabol (2005-6s  verzid) nyert

tomegspektrometriai adatokon alapult.

4.12 Organoleptikus biralat

A borok legelfogadottabb ¢és legelismertebb mindségi értékelését
hagyomanyosan borszakérté emberekbdl allo bizottsagok végzik. A
Nemzetkdzi Szolészeti és Boraszati Szervezet (OIV) 100 pontos modszere a
legszélesebb korben alkalmazott érzékszervi mddszer a borok mindsitésére
(OIV332a). Az OIV moédszer 6t elére meghatarozott érzékszervi kategoriat
hasznal, amelyek minden bortipusra alkalmazhatok, és igy képesek

megkiilonboztetni a magas és alacsony mindséget (9. tablazat).

A moédszer egyszerusitett valtozata a 20 pontos biralati rendszer. A 20
pontos biralat soran a bor szinét (fehérbornal 2, vorosbornal 4 pont adhato),
tisztasdgat (max. 2 pont), illatdt (max. 4 pont), iz, zamat, 6sszbenyomasat

(fehérbornal 12, vordsbornal 10 pont) értékeljiik.
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9. Téablazat: OIV332a 100 pontos biralati rendszer értékeld lapja

lef)?flfs Kialo Najgg I | M | Eigs
. , Tisztasag 5 4 3 2 1
Megielenss o 10 8 6 4 2
Intenzitas 8 7 6 4 2
Illat Fajtakarakter 6 5 4 3 2
Mindség 16 14 12 10 8
Intenzitas 8 7 6 4 2
Zamat Fajtakarakter 6 5 4 3 2
Mindség 22 19 16 13 10
Hosszusag 8 7 6 5 4
Osszbenyomas 11 10 9 8 7

Osszesen 40-100

4.13 Statisztikai modszer:

A So6s és Asvany. (1950) altal izolalt Tokaj torzsek mikrovinifikacios
kisérlete  sordn  végzett analitikai mérések  megbizhatdsaganak

meghatéarozasara a Fisher-tesztet (MANOVA) alkalmaztuk (Svab, 1979).
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5. Eredmények

5.1 A Sobs és Asvany. altal izolalt Tokaj torzsekre vonatkozé morfoldgiai,
fiziologiai és genotipizalasi eredmények

A 22 torzs tulajdonségait kisérleti eredmények alapjan Soos és
Asvany. (1950) leirtdk. A torzsek kozott morfologiai és fizioldgiai eltéréseket
tapasztaltak. A torzseket mi is megvizsgaltuk, hogy az eredményeinket
Osszevethessiik a korabeli eredményekkel ¢és megismerjiikk, hogy a
tulajdonsagaik miként valtoztak meg a tobb, mint 100 éves térzsfenntartas

soran.

5.1.1 Morfologia

Makromorfolégiat tekintve hat eltérd tipust kiilonboztettek meg Soos
és Asvany (1950). A megfigyeléseink alapjan mi harom jol elkiilonithetd
tipust talaltunk. A telepek altalaban vilagos krémszintiek, sima vagy enyhén
szektoros feliiletliek, teljes vagy enyhén hulldmos telepszélekkel. Ettdl a 10-
1344 és a 10-1358 torzsek morfologiaja tér el jelentdsen. A 10-1344 torzs
rancos feliiletli, durva szektoros és erezett sz¢&li telepet képez, mig a 10-1358
sima feliiletli, de erdsen széttagolt telepet képez, amely nagyon hullamos

sz¢élekkel rendelkezik (10. Tablazat).
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10. tablazat: A Tokaj torzsek torzsek €s a kontroll Uvaferm 43 torzs

oridstelep morfologiaja (n=1):

Telep képe, O és
azonosito szama

10-1343 (T1)
?=17,5 mm

10-1344 (T2)
0= 30,6

10-1345 (T4)
0=21,4 mm

10-1346 (T5)
0= 34,0 mm

Régi jellemzés Sods és
Asvany 1950.

Fénye: csillogd

Szine: fehér

Széle: csipkés
Kiemelkedés: kiemelkedd
Feliilete: egyenletes, sima

Fénye: csillogd

Szine: sziirke

Széle: hullamos
Kiemelkedés: kiemelkedo
Feliilete: radialis

Fénye: csillogd

Szine: sziirke

Széle: lebenyes
Kiemelkedés: jol
kiemelkedd

Feliilete: radialis, tagolt

Fénye: csillogd

Szine: fehér

Széle: ép

Kiemelkedés: jol
kiemelkedd

Feliilete: egyenletes, sima
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Uj jellemzés

Fénye: matt

Szine: fehér

Széle: kicsi
szabalytalan lebenyes
Kiemelkedés:
kiemelkedd

Feliilete: sima

Fénye: fél-csillogd
Szine: vajszinii
Széle: nagyobb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelkedd
Feliilete: strukturalt
Fénye: matt

Szine: vajszinii
Széle: ép
Kiemelkedés:
kiemelkedd
Feliilete: sima

Fénye: matt

Szine: vajszini
Széle: ép
Kiemelkedés:
kiemelkedd
Feliilete: strukturalt



Telep képe, O és
azonosito szama

10-1347 (T7)
?=29,1 mm

10-1348 (T8)

i
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\S]
=
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bl

10-1349 (T9)

i
N
\S]
=
E

bl

10-1350 (T10)

10-1351 (T11)
?=31,6 mm

Régi jellemzés Sods €s
Asvany 1950.

Fénye: viaszos

Szine: fehér

Széle: ép

Kiemelkedés: lapos
Feliilete: egyenletes, sima

Fénye: viaszos

Szine: sziirke

Széle: hullamos
Kiemelkedés:kiemelkedo
Feliilete: radialis

Fénye: viaszos

Szine: fehér

Széle: hullamos
Kiemelkedés: kiemelkedd
Feliilete: fodros

Fénye: csillogo

Szine: fehér

Széle: csipkés
Kiemelkedés: kiemelkedd
Feliilete: radialis

Fénye: csillogd

Szine: fehér

Széle: ép

Kiemelkedés: jol
kiemelkedd

Feliilete: radialis, tagolt
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Uj jellemzés

Fénye: matt
Szine: fehér
Széle: ép
Kiemelkedés:

kiemelkedd
Felilete: sima

Fénye: matt

Szine: fehér

Széle: nagyobb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelkedo

Feliilete: strukturalt
Fénye: matt

Szine vajszini

Széle: kisebb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelkedo

Feliilete: strukturalt

Fénye: matt

Szine: fehér

Széle: kisebb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelkedd

Feliilete: strukturalt

Fénye: matt

Szine: fehér

Széle: kisebb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelkedo

Felulete: strukturalt



Telep képe, O és
azonosito szama

10-1352 (T12)
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10-1353 (T13)

?
(V%)
(=]
~
=
E

b

10-1354 (T15)
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10-1355 (T18)
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10-1356 (T19)
0= 34,5 mm

Régi jellemzés Sods €s
Asvany 1950.

Fénye: csillogd

Szine: sziirke

Sz¢éle: hulldmos
Kiemelkedés: kiemelkedd
Feliilete: egyenletes, sima

Fénye: csillogd
Szine: sargas
Széle: hullamos
Kiemelkedés: jol
kiemelkedd
Feliilete: radialis

Fénye: csillogo

Szine: sziirke

Széle: hullamos
Kiemelkedés: kiemelkedd
Feliilete: radialis

Fénye: csillogd

Szine: sziirke

Széle: hullamos
Kiemelkedés: kiemelkedd
Feliilete: radialis, 1éces
ranovés

Fénye: viaszos
Szine: sziirke
Széle: csipkés
Kiemelkedés: jol
kiemelkedd
Feliilete: radialis
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Uj jellemzés

Fénye: matt

Szine: fehér

Széle: kisebb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:

kiemelked6
Felulete: strukturalt

Fénye: matt

Szine: fehér

Széle: kisebb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelkedd

Felilete: sima

Fénye: matt

Szine: vajszini

Széle: nagyobb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelkedd

Felulete: strukturalt

Fénye: matt

Szine: vajszini

Széle: kisebb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelkedo

Feliilete: strukturalt
Fénye: matt

Szine: fehér

Széle: kisebb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelkedo

Feliilete: strukturalt



Telep képe, O és
azonosito szama

10-1357 (T21)
?=31,5 mm

10-1358 (T22)
?=15,2 mm

10-1359
0=29,1 mm

Uvaferm 43
?= 33,6 mm

Régi jellemzés Soos és
Asvany 1950.

Fénye: csillogd

Szine: sziirke

Széle: hullamos
Kiemelkedés: kiemelkedo
Feliilete: fodros

Fénye: csillogd
Szine: sziirke
Széle: hullamos
Kiemelkedés: lapos
Feliilete: radialis

n.d.

n.d.

Uj jellemzés

Fénye: félig fényld
Széle: kisebb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelkedd

Feliilete: strukturalt

Fénye: matt

Szine: vajszini

Széle: nagyobb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelkedd

Feliilete: strukturalt

Fénye: matt

Szine: fehér

Széle: kisebb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelked6

Feliilete: strukturalt

Fénye: matt

Szine: fehér

Széle: kisebb
szabalytalan lebenyek
Kiemelkedés:
kiemelkedd

Feliilete: strukturalt

Mikroszkopos megfigyeléseink soran morfologiai szempontbol
harom kategoriaba tudtuk a torzseket elkiiloniteni (2. dbra): gdmb alaku (10-

1345 T4, 10-1347 T7, 10-1349 T9, 10-1353 T13), ovalis (10-1343 T1, 10-
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1346 TS, 10-1348 T8, 10-1350 T10, 10-1351 T11, 10-1352 T12, 10-1354
T15, 10-1355 T18, 10-1356 T19, 10-1357 T21, 10-1358 T22, 10-1359) és
hossziikas (10-1344 T2) sejtalakokat figyeltiink meg. Sods és Asvany. (1950)
hosszukas sejtmorfolégiaval a 10-1354-es TI15 torzset, a tobbit
,»gombdlydednek™ (10-1343 T1, 10-1347 T7, 10-1350 T10, 10-1356 T19) és
ovalisnak jellemezték (Melléklet 1. tdblazat). A sejtformatol fiiggetlendl,
minden torzs multilateralis sarjadzassal szaporodott. A sejtek méretét
mikroszkopos méréssel 10-10 sejt hosszabb ¢és rovidebb oldalanak
megmérésével allapitottuk meg. A sejtek méretét a Mellékletek 2. tablazata

tartalmazza.
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10-1343 (T1) O.  10-1344 (T2) H.  10-1345(T4) G.  10-1346 (T5) O. 10-1347 (T7) G.

10-1348 (T8) 0.  10-1349(T9) G.  10-1350 (T10) O. 10-1351 (T11) O. 10-1352 (T12) O.

10-1353 (T13) G. 10-1354 (T15) O. 10-1355(T18) O. 10-1356 (T19) O. 10-1357 (T21) O.

10-1358 (T22) O. 10-1359 O.

2. abra: A sejtek morfologidja faziskontraszt mikroszkdpos felvételeken
400X nagyitason. A sarga méretjelold hossza 10,0 pm. O: ovalis; H:

hosszikas; G: gdmbdolyli sejtmorfologia

Folyékony tenyészetben a 10-1344 (T2) er6sen, mig a 10-1343 (T1)
torzs kevésbé, de aggregalodott. A tobbi torzsre ez nem volt jellemzd (3.
abra). Soos és Asvany (1950) a 10-1343 (T1) és a 10-1344-es (T2) torzset

szintén ,.csomos” iiledék képzdknek, mig a tobbi torzset ,,poros”
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ilepedésiiként jellemezték. A 10-1344 (T2) sejtmorfologidja eltér az dssze
tobbitdl. Sejtjei nagyobb méretiick ovalis, illetve megnyult alakuak,
aggregalodasra hajlamosak. A 10-1344 (T2) torzs 3-5 mm atmérdji,
szabalytalan aggregatumokat képez, ezaltal rendkiviil gyorsan kitilepedik. Ez
a tulajdonsag elényds a borkészitésnél, mivel erjedés utdn a bor tisztitdsa
konnyebbé valik. Sods és Asvany (1950) azt tapasztaltak, hogy a magas 431, 1
mg/l Osszes kénessavat tartalmazo mustoknak csak a ,,csomds” iilepedésii

torzsek (10-1343, 10-1344) tudtak az erjedését beinditani.

3. é4bra: Erdsen aggregalddott tenyészet 10-1344 (T2); aggregéalodott
tenyészet 10-1343 (T1); nem aggregalddott tenyészet 10-1345 (T4)
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5.1.2 Sporazasi képesség

A sporazasi képességiik alapjan Sods és Asvany (1950) 4 csoportot
kiilonitettek el. Nem sporazok: 10-1345 (T4), 10-1352 (T12), 10-1353 (T13),
10-1358 (T22); Alig sporazok (az aszkuszban ritkdn 1-2 spora
megfigyelhetd): 10-1344 (T2), 10-1354 (T15), 10-1357 (T21), az aszkuszban
1-4 spora van és 50-80%-ban sporazok: 10-1346 (TS5), 10-1349 (T9), Igen jol
sporazok (az aszkuszban 1-4 spéra van és a sejtek 80-90%-a sproras): 10-
1350 (T10), 10-1351 (T11);. Sajat megfigyeléseink alapjan a spdrazasi
képességiik csokkent a torzseknek, kivétel a 10-1352 (T12) és a 10-1344 (T2)
torzsek. 9 torzs nem sporazott (10-1343 (T1), 10-1345 (T4), 10-1347 (T7),
10-1348 (T8), 10-1349 (T9), 10-1353 (T13), 10-1354 (T15), 10-1355 (T18),
10-1358 (T22). Alig sporazott a 10-1351 (T11): 3%, 10-1356 (T19): 2 %, 10-
1357 (T21): 4%, 10-1359: 1%. Ennél erésebben spordzott a 10-1344 (T2):
10%, 10-1352 (T12): 8%. 10-1346 (T5): 12%, legerdsebben spoérazott a 10-
1350 (T10): 20 % (12. tablazat). Erdekesség, hogy a 10-1352 (T12) Sodsék
vizsgalata alapjan a nem sporazok csoprtba keriilt besoroldsra, a mi
vizsgalataink sorén viszont a sejtjei 8%-a sporazast mutatott. Soos és Asvany
(1950) cikkében is megemlitik, hogy vannak torzsek, melyek korabbi
vizsgalatok soran nem, majd masik vizsgalatban mégis spoéraztak. a Tokaj

izolatumok koziil a Tokaj 5-t (10-1346, TS) emlitik példaként.
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5.1.3 Fiziolégiai eredményeink

A 12. tablazatban Osszevetettiik a torzsek fiziologiai tulajdonsagat a
korabeli és a sajat eredményeinkkel. Bizonyos torzseknél kiilonbségeket
talaltunk az inulin és a raffindz felhasznéldsa kozott. Tovabba a torzseket
boraszati szempontbo6l relevans tulajdonsadgokra is megvizsgaltuk, amelyeket

68 évvel ezeldtt nem vizsgaltak.

5.1.3.1 Kénhidrogén termelés

Biggy taptalajon (Scharlau) 12 °C-on két térzs termelt kevesebb HoS-
t, mint a kontrollként hasznalt kereskedelmi starterkultura. Tapfolyadékban
tenyésztett sejteket 0lom acetatos tesztcsikkal vizsgélva nyolc torzs nem
termelt detektalhatd mennyiségli H2S-t a kontrollon kiviil. Az eredményeket

a 12. tablazat tartalmazza.

5.1.3.2 Savtermelés vizsgalata

A legtobb torzs kevésbé bizonyult acidogénnek, mint a kontrollként
hasznalt kereskedelmi starterkultarank a vizsgalat 30. napjan. A 10-1344 (T2)
és a 10-1352 (T12) torzsek mutattak nagyobb feltisztulasi zonat, mig a 10-
1347 (T7) és a 10-1357 (T 21) ugyan akkorat, mint a kontroll térzs (11.
tablazat). A 10-1344 (T2), 10-1345 (T4), 10-1346 (T5), 10-1347 (T7), 10-
1357 (T21) és a 10-1358 (T22) a vizsgalat 5. napjan kétszer akkora (2mm)
feltisztulasi zdénaval rendelkezett, mint a kontroll Uvaferm 43 torzs. A

feltisztuldsi zona a telep szélétdl a zona szEéléig mért tdvolsaggal jellemeztiik.
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11. tablazat: A Tokaj torzsek savtermeld képessége Custer féle krétas
agaron. A feltisztuldsi zona mérete a telep sz€létdl a zona széléig mért

tavolsag. (n=2)

Torzs Savtermelés (feltisztulasi zona mm)
Custer féle krétas agaron
5 nap 1 hénap
Uvaferm 43 1,00+0,00 7,00+0,00
10-1343 (T1)  1,00+0,00 3,25+0,35
10-1344 (T2)  2,00+,000 7,75+0,35
10-1345 (T4)  1,75+0,35 6,00-0,00
10-1346 (TS)  2,00+0,00 6,00+0,00
10-1347 (T7)  2,00+0,00 7,20+0,35
10-1348 (T8)  1,50+0,00 5,00+0,00
10-1349 (T9)  1,50+0,00 5,25+0,35
10-1350 (T10) 1,00+0,00 4,00+0,00
10-1351 (T11) 1,00+0,00 5,75+0,35
10-1352 (T12) 1,50+0,00 8,00+0,00
10-1353 (T13) 1,00+0,00 4,00+0,00
10-1354 (T15) 1,00+0,00 6,00-+0,00
10-1355 (T18) 1,00+0,00 4,50+0,71
10-1356 (T19) 1,00+0,00 4,00+0,00
10-1357 (T21) 2,00+0,00 7,00+0,00
10-1358 (T22) 2,00+0,00 4,50+0,71
10-1359 1,00+0,00 2,00+0,00

5.1.3.3 Killer aktivitas

Két torzs a 10-1346 (T5) és a 10-1354 (T15) mutatott killer aktivitast,
két torzs a 10-1343 (T1) és a 10-1358 (T22) semleges tulajdonsagu (se nem
killer se nem szenzitiv), a tobbi tdrzs szenzitivnek bizonyult a teszthez

hasznalt torzsek K1 és K2 toxinjaira (12. tablazat).
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12. tablazat: A Tokaj torzsek fiziologiai tulajdonsagai

Torzs Sporulacié? HaS termelés Killer  galaktoz inulin raffindz

f. sd felhasznalés® felhasznalés® felhasznalés®

Régenf  Most Nickers  Fermentacio Régenf  Most  Régen Most  Régenf  Most
on alatt © f
agaron®

10-1343 (T1) sk - 1 - N + + - - + w
10-1344 (T2) % % (10%) 3 - S + + - - + +
10-1345 (T4) - - 3 BBB S + + - - + w
10-1346 (T5) koK wk (12%) 4 B K + + - - + +
10-1347 (T7) sk - 3 BBB S + + - - + +
10-1348 (T8) % - 2 BBB S + + W - + +
10-1349 (T9) sokok - 3 BB S + + - - - +
10-1350 (T10) e sk (20%) 3 - S + + - - + +
10-1351 (T11) e % (3%) 4 - S + + + - - +
10-1352 (T12) - * (8%) 4 B S + + - - + +
10-1353 (T13 - - 4 BB S + + - - + W
10-1354 (T15) e - 4 B K + + w - + +
10-1355 (T18) & - 4 BB S + + W - + +
10-1356 (T19) 4« % (2%) 4 - S + + - - + w
10-1357 (T21) & * (4%) 4 - S + + - - + +
10-1358 (T22) - - 1 - N + + - - + w
10-1359 n.a. * (1%) 4 - S n.a. + n.a - n.a. w
Uvaferm 43 n.a. n.a. 2 - S n.a. + n.a. - n.a. +
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a-: nincs sporulacio; x: 1-10 % sporulacio; x=: 10-50% sporulacid; xsx: 50-80% sporulacio, s*x*: 80-90%
sporulacio

b Telep szine 12 °C-on. skéla vilagostol (1) sotét barnaig (4)

“-: nincs reakcio a tesztcsikon; B: gyenge barnulds reakcio a tesztcsikon; BB: kdzepes barnulés reakcid a
tesztcsikon; BBB: intenziv barnulas reakcid a tesztcsikon

dK: killer; S: szenzitiv mindkét K1 és K2 killer toxinra; N: semleges (se nem killer se nem szenzitiv)

¢-: nincs novekedés; w: gyenge novekedés; +: ndvekedés

FSoos és Asvany, 1950 szerint

n.a.: nincs adat
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5.1.3.4 Ozmotolerancia vizsgalat

Egy torzs kivételével (10-1343) mindegyik ozmotoleransabb volt,
mint a kontroll (Uvaferm 43) kereskedelmi starterkultira (13. tablazat).A
korabeli vizsgalatok szerint a 35% w/v cukortartalmu mustot mindegyik torzs
elkezdte erjeszteni, bar teljesen egyik sem tudta kierjeszteni. A leginkabb
ozmotolerans torzsnek a 10-1358 (T22) mutatkozott, a 60% w/v
cukortartalmi must erjedését egyediil a T22 volt képes meginditani Sods €s
Asvany (1950) szerint. Viszont a vizsgélataink alapjan a 10-1343 T1 majd azt
kovetéen a 10-1358 T22 torzs birja legkevésbé elviselni a magas
cukorkoncentraciot.

13. tdblazat: A torzsek novekedése kiilonbozo gliikkdz koncentracid mellett
(n=1); +: novekedés, -: nincs novekedés, W: gyenge ndvekedés (Mellékletek
1. abra)

Torzs Gliikoz koncentracido YPGA taptalajban
20% w/iv |30 % wiv | 40 % wiv | 50 % wiv

10-1343 (T1)
10-1344 (T2)
10-1345 (T4)
10-1346 (T5)
10-1347 (T7)
10-1348 (T8)
10-1349 (T9)
10-1350 (T10)
10-1351 (T11)
10-1352 (T12)
10-1353 (T13)
10-1354 (T15)
10-1355 (T18)
10-1356 (T19)
10-1357 (T21)
10-1358 (T22)
10-1359
Uvaferm 43

=5

4+ ++ A+ o+
= I e
2 22 £££¢
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5.1.3.5 Erjesztési erély meghatarozasa a CO; elillan4sabol

szarmazé tomegveszteség mérése alapjan

Annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a hosszi id6n at tartd
mesterséges torzsfenntartas hatasdra miként valtozott meg az erjesztési
képessége a torzseknek probaerjesztéseket végeztiink el 12 °C és 25 °C-on.
Az erjedés soran elillané CO2 mértékébdl megéllapitottuk a torzsek erjesztési
erélyét. 12 °C-on a 10-1357 (T21), 10-1356 (T19) és a 10-1347 (T7) torzsek
erjesztettek a legintenzivebben és a 10-1358 (T22) és a 10-1359-es torzsek
bizonyultak a leggyengébbeknek (4. dbra). 25 °C-on a 10-1352 (T12), 10-
1355 (T18), és a 10-1344 (T2) torzsek bizonyultak a legerdteljesebb
erjesztoknek és a 10-1347 (T7), 10-1357 (T21) és a 10-1343 (T1) bizonyultak
a leggyengébbnek. (5. abra).
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4. abra: A Tokaj torzsek erjesztési erélye 12 °C-on a CO> elillandsébol
szarmaz6 tOmegveszteség mérése alapjan (n=1). A gorbék az egyes
lombikok (rendszerek) tomegének csokkenését mutatjak, mely mértéke a

keépzddott CO; elillanasaval aranyos.
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1355 1352 1343 1358 e 1359

5.4bra: A Tokaj torzsek erjesztési erélye 25 °C-on a CO> elillanasabol

szarmaz6 tOmegveszteség mérése alapjan (n=1). A gorbék az egyes
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lombikok (rendszerek) tomegének csokkenését mutatjak, mely mértéke a

képzodott CO; elillanasaval ardnyos.

5.1.4 Mikrovinifikacio

Az 50 ml autoklédvozott Tarcalon sziiretelt Sargamuskotaly sz616bdl
préselt must (204.3 g/l cukortartalom, 6.38 g/l savtartalom) kierjesztése soran
nagyfokt diverzitast tapasztaltunk a torzsek erjesztési erélyében, ami a
fermentacio elsé Ot napjaban megfigyelt eltérd cukor fogyasztdsban és
alkohol termelésben nyilvanult meg. A kezdeti kiilonbségek fokozatosan

kiegyenlitédtek az erjedés késobbi fazisaban. (6. abra)

A harminc napos fermentaciés id6 végére a kezdeti 204,3 g/l
cukortartalom 2.05-6.25 g/l —re csokkent a Tokaji izolatumok altal. Az
S288C laboratoriumi torzs altal erjedt mintdban 11.70 g/l volt mérhetd. (14.
tablazat). A végs6 etanol-tartalom csak kis mértékben valtozatos; a
legalacsonyabb (S288c) és a legmagasabb (10-1349 T9) érték kozott a
kiilonbség 13 g/l. A magas végsd alkoholtartalom azt mutatja, hogy az 6sszes
Tokaj torzs elég jo alkohol toleranciaval és jo cukor-alkohol konverzids
képességgel rendelkezik.

Minden Tokaji torzs gliikofilnek bizonyult (13. tablazat) de eltérd
fokban. A 10-1343 (T1) és a 10-1348 (T8) torzsekkel erjesztett borokban a
maradék cukor nem tartalmazott gliikozt €s a 10-1351 (T11) torzzsel erjesztett
borban 25-sz6r kevesebb gliikoz maradt, mint frukt6z. Az Osszes titralhatod
savtartalomban és a végso glicerin-tartalomban csak minimalis eltéréseket
észleltlink, de az ecetsav tartalom tekintélyes diverzitdst mutatott. Minden

torzs habképzése alacsony mértéki volt.
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So6s és Asvany (1950) szerint a 10-1345 (T4) torzs volt a legjobb
alkohol termeld, és a 10-1347 (T7) és a 10-1358 (T22) torzseket ajanlottak
leginkabb beoltasra a bor erjesztéséhez, mert képesek voltak magas cukor
tartalmi mustokat is kierjeszteni és kellemes aroma komponenseket
termeltek. A mi vizsgalatainkban ezek koziil két torzs a 10-1345 (T4) és a 10-
1347 (T7) bizonyultak nagyon jo alkohol termeléknek és a harmadik, a 10-
1358 (T22) termelte a legnagyobb mennyiségii glicerint (14. tablazat). A
kisérleteinkben tapasztalt ezen torzsek jo teljesitménye demonstralja, hogy
nem veszitették el a boraszati tulajdonsagaikat a tobb, mint 10 évtizedig tarto

mesterséges torzsfenttartds soran.
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6. abra: A Tokaj torzsek etanoltermelésének dinamikaja a mikrovinifikacid soran.
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14. tablazat: A Tokaj torzsekkel erjesztett mikrovinifikacios borok 0sszetétele az erjedés 30. napjan

(€2)) ] pH

Torzsek - , vt . Osszes
Etanol Ossz cukor Fruktoz  Glikoéz Glicerin sav Ecetsav

10-1343 (T1)  126.0*  3.30° 3.10¢4  0.00? 7.05%>¢ 7704 0.45° 3.05
10-1344 (T2)  126.0*  3.85° 2.95bed 0 702bc 6.50%>¢ 73004 0.55%¢  3.04
10-1345(T4)  128.5*  3.35% 2.35%b¢ 0 70%bc 7.35%0¢ 73004 0.50° 3.01
10-1346 (T5)  127.5*  2.65° 2.20%° 0200 6.90%>¢  7.00%bcd  0.45° 3.07
10-1347 (T7) 1285  2.40° 1.60? 0.60%b¢ 6.25%0¢  6.60%0C 0.40**  3.11
10-1348 (T8)  125.5*  2.05° 1.902 0.00? 6.65%b¢ 675804 () 45P 3.05
10-1349 (T9)  129.5*  3.75° 2.80*bcd 0 95bc 6.15%°  6.55%b¢ 0.25% 3.06
10-1350 (T10)  128.5*  3.85° 3.15%ed  0.35%bc 6.85%>¢ 6,500 0.45° 3.05
10-1351 (T11)  122.0°  4.10° 3.854¢  0.15%b 6.50%0¢  7.15%bed 040 296
10-1352 (T12)  127.0*  3.20° 2.80bed  353bc g 0520 7 10%bed (03920 204
10-1353 (T13)  126.5*  3.70° 2.95b¢d 070%bc  g.75%0c  725bed (0 45P 2.98
10-1354 (T15)  124.5*  2.90° 1.95%b 0.85%>¢ 590  6.00? 0.25? 3.13
10-1355 (T18)  124.5*  5.70° 4.40¢ 1.20%4¢ 630> 6.20° 0.39%>  3.04
10-1356 (T19)  122.5*°  5.00*° 3.70%¢ 1.15¢4 77054 6.90%b<d  (.48° 3.02
10-1357 (T21)  124.5*  4.10° 3.55¢4¢  0.45%bc  g553bc  7.500ed (46 2.97
10-1358 (T22)  121.5*  6.25° 3.85%¢ 2.00¢ 8.904 6.75%0¢4  0.520¢ 310
10-1359 119.0°  2.65 2.25%b 0.35%>¢  7.40%0cd  7.00%Pcd  0.69%¢  3.06
Uvaferm 43 122.5*  2.75° 2,10%° 0.35%b¢  7.05%b¢ g 953bed () 59b 3.06
S288¢c 116.5*  11.70¢ 9.70" 2.05¢ 6.95%0¢  7.25bed (9 45b 2.99
F 18.2%%%  16.3%%% 7.62% 4.18%* 4.60%* 5.41% 6.48* 4.3+
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F: Az analitikai meghatarozasok megbizhatosaga: +Fo.1=3.01, *Fo.05=4.41, **F.01=8.40, ***F(.001=15.38. Az
azonos betlivel jelolt értékek nem kiilonbdznek szignifikansan az alabbi értékeknél P=5% valoszintiségi szint.
A pH LSDo,os értéke 0,08 volt, igy az alkalmazott analitikai modszerrel a tételek kozott P=5%-o0s valoszintliségi
szinten nem lehetett szignifikans kiilonbséget kimutatni.
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A kész borok midségi paramétereinek  meghatdrozasi
megbizhatosaga p=0,001 és p=0,1 kdzott valtozott, ahol az etanol (E) és az
Osszes cukor (TS) szintjét nagyobb pontossaggal lehetett meghatdrozni
(FE=18,2 > FTS=16,3 > F0,001=15,38). A pH kivételével (F0,05=4,41 >
FpH=4,31> F0,1=3,01) minden paramétert p=0,05 szinten hataroztunk meg.
A mennyiség/idé vonalak korrelacios egyiitthatdja egy esetet kivéve a 10-
1353 (T13) torzsé 0,9053 (r*=0,8169)) minden esetben 0,9675 folott volt
(1?=0,9362), ami azt jelenti, hogy a regresszio illeszkedése p<0,01 szinten
elfogadhato.

Ezen eredmények alapjan az ujabb erjesztési kisérlethez
kivalasztottuk a 10-1358 (T22) és a 10-1347 (T7) torzseket magasabb cukor
tartalma sargamuskotdly must (259,5 g/l cukor; 5 g/l sav; 3,69 pH)
erjesztéséhez. A fermentdciokat 1 liter térfogatban végeztik el két
ismétlésben. Kontrollként az Uvaferm 43 kereskedelmi starterkultarat

hasznaltuk. (7. abra)
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7. éabra: 10-1358 (T7) és a 10-1347 (T22) torzsek és a kontroll
Uvaferm 43 torzs erjesztési dinamikéja cukorfogyas alapjan (n=2).

Mindhdrom t0rzs szdrazra kierjesztette a bort. A kontroll
kereskedelmi starterkulttra kicsit lassabban inditotta be az erjedést, de 11 nap
mulva fokozddott az aktivitasa €s gyorsabban erjesztett, minta 10-1358 (T22)
torzs. A 10-1358 (T22) végig egyenletesen erjesztett. A 10-1347-s (T7)
dinamikusan és a legintenzivebben erjesztett végig. A kierjedt borok

analitikai értékeit a 15. tablazat tartalmazza.

15. tablazat: A 10-1358 (T22) és a 10-1347 (T7) torzsekkel és a kontroll

Uvaferm 43 torzsel erjesztett borok analitikai eredményei (n=2).

alkohol | cukor | 0sszes sav | illosav o
minta tartalom | tartalom | tartalom | tartalom p
v/v% g/l g/l g/l
must 0 259,5 5,0 3,69
15,82+ 1,50+ 5,52+ 0,45+ 3,90+
Uvaferm 43 0,02 0,71 0,11 0,15 0,00
16,01+ 1,33+ 5,49+ 0,385+ 3,90+
10-1347 (T7) 0,13 0,04 0,04 0,06 0,04
15,43+ 2,53+ 6,56+ 0,85+ 3,82+
10-1358 (T22) 0,11 0,04 0,00 0,07 0,00

A kierjedt borok alkoholtartalma magas. A 10-1347 (T7) torzzsel
erjesztett boré a legmagasabb, atlagosan 16,01v/v%. Ezt kdvette a kontroll
(Uvaferm 43) torzzsel erjesztett atlag 15,82v/v%, majd a 10-1358 (T22) -es
torzzsel erjesztett atlagosan 15,43v/v%. Ezek alapjan is elmondhato, hogy jo
alkoholtolerancidval jellemezhetdek a torzsek. A borokban az illosav tartalom
kevesebb volt, mint 1g/1 (1,0 g/liter szaraz borokban az illosav megengedett

hatarértéke a magyar bortdrvény szerint). A 10-1347 (T7) és a kereskedelmi
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starterkultara lendiiletesebben erjesztett, mint a 10-1358 (T22) térzs. Ebben
az erjesztési kisérletben is alacsony habképzddés jellemezte a torzseket. A
borok analitikai paraméterei alapjan a 10-1347-s (T7) torzzsel késziilt bor a
jobb mindségli. Az érzékszervi biralat soran viszont mindegyik bort jo
mindségiinek, harmonikusnak és finomnak értékelték. Azoknak a boroknak
az izvilagat, amelyek a Tokaji torzsekkel erjedtek sokkal inkabb a borvidékre
jellemzoébb karakterinek értékelték, mint a kereskedelmi starterkulturaval
erjedteket. Eredményeink altal leginkabb a 10-1347-s (T7) torzs lehet
alkalmas tizemi szintli borkészitéshez is. A hosszatavu térzsfenntartis soran

nem veszitett boraszati értékébol.

5.1.5 A torzsek taxondmidja

Az adott kor technikai lehetdségei nem biztositottak az izolalas
idépontjaban a pontos fajmeghatarozast. A morfologiai és fiziologiai tesztek
eredményére alapozva Sods és Asvany (1950) az élesztSket a Saccharomyces
cerevisiae var. ellipsoidens fajhoz soroltak, de ennek a tisztdzasdhoz tovabbi
vizsgalatot javasoltak.

A torzsek ITS régidinak mérete GelAnalyzer szoftverrel elemezve kb.
880 bazispar, ami megfelel a szakirodalomban szdmos Saccharomyces sp.-
nek tulajdonitott ITS régié méretének (Guillamon és Mtsi., 1998; Esteve-
Zarzoso és Mtsi., 1999.).

esetében, ami kb. 600 bazispar.

Az ITS és a 26S D1/D2 PCR termékeket a Microsynth laboratériuma

megszekvenalta. A szekvencidkat az INSDC (International Nucleotide
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Sequene Database Collaboration: https://www.insdc.org/) adatbazisba
feltoltottilk. A mintdinkhoz tartozd akkcesszios szamokat a Mellékletek 1.
tablazata tartalmazza. A kapott szekvencidk az NCBI adatbazis BLAST
szolgaltatdsaval elemezve és az eredmények megerdsitése végett a CBS
adatbazisdban megtaldlhatd Saccharomyces tipustorzsek szekvenciajaval

paronkénti dsszehasonlitast is végeztiink.

A nagy alegység D1/D2 doménjanak a szekvencidja a legtobb Tokaj
torzsnél (I Tipus) megegyezett a CBS 1171NT S. cerevisiae neotype torzsének
a szekvenciajaval és kiilonbozott a S. kudriavzevii, S. paradoxus €s S. uvarum
tipustorzsek megfeleld szekvencidjatol a 10, 7 és 11 poziciokban egyarant (8.
abra). Négy torzs (II tipus) két pozicidoban tért el a S. cerevisiae neotipus
torzstol, és 12, 9 és 13 pozicidkban a masik harom tipustorzstol. A két eltérés
a D1 régidban egy T-C szubsztittcio és D2 régidban egy T inszercio.

Az ITS1-5.8S-1TS2 szekvenciaja az I tipusu torzsek esetében nem
egységes. Harom torzs, a 10-1344 T2, 10-1346 TS5 és a 10-1357 T21
szekvenciaja nem tér el a S. cerevisiae neotipus torzstdl. Egy pozicidban, az
ITS 1 régioban a 10-1351 T11, 10-1352 T12 és a 10-1358 T22 tért el a S.
cerevisiae neotipus torzstol. Két helyen a 10-1343 T1, 10-1350 T10, 10-1353
T13,10-1354 T15 ésa 10-1355 T18 tért el 1-1 pozicidoban az ITS1 és az ITS2
régioban. Harom helyen a 10-1356 T19 és a 10-1359 tért el az ITS1, 5.8S és

crer

crer

eltérd helyeket mutatja). A II Tipusu torzsek esetében az egyezd kiillonbségek
4,23, 15 és 29 helyen voltak. (9. dbra). ITS1 régioban egy TT ¢és C inzercid
¢és egy G/T szubsztitucid, ITS2 régidoban egy TT inzercid volt megfigyelhetd.
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Az rDNS-régiok magas szekvencia-hasonlosaga a S. cerevisiae CBS 1171N1-

hez képest azt jelenti, hogy a Tokaj-torzsek mindkét csoportja a S. cerevisiae
fajhoz tartozik (Mellékletek 1. tablazat).

Osszhangban ezzel az eredménnyel az 6sszes Tokaj-tdrzs novekedett
35 °C-on, hasznositotta a maltdzt, galaktozt €s a raffindzt szénforrasként, de
nem tudtdk asszimilidlni vagy fermentdlni a mannitolt, mellibiozt és az
inulint, mely jellemzéket rutinszerlien vizsgaljak a S. cerevisiae
elkiilonitéséhez a tobbi harom rokon fajtél (Antunovics és Mtsi., 2005;

Vaughan-Martini és Martini, 2011).

rDNS szekvencia diverzitasa

A Il-tipust szekvencidk az I-tipust torzsek szekvenciditol és a S.
doménben és egy T inzercioban a D2 doménban térnek el (8. abra). A
GenBank adatbazisban végzett keresés minddsszesen 16 szekvenciat talalt,
amiben mind a két marker megtalalhato volt (16. tdblazat), ami azt jelzi, hogy
ez a genotipus ritka a S. cerevisiae-k korében. Tizenhdrom szekvenciat
boraszati ¢lesztokbdl amplifikéltak, amiket az alabbi foldrajzi teriiletekrol
izolaltak: Szlovékia (5), Spanyolorszag (5), Ausztria (1), Franciaorszag (1),
¢és Ausztralia (1).

Az ITSI1-5.8S5-ITS2 szegmensben a Il-tipusi szekvencidk
rendelkeztek egy TT és egy C inzercidval és egy G/T szubsztitacioval az ITS1
régioban illetve egy TT inzercidval az ITS2 régioban. A G/T szubsztiticiot
leszamitva ezek hianyoztak mind az I-tipusu torzsekben, mind a S. cerevisiae
CBS 1171NT tipustorzsben (9. abra). A markerek egyenként az adatbazis-

szekvencidkban igen gyakran fordultak eld, de minddsszesen 11 szekvenciat
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talaltunk, amelyek mindharmat tartalmazzadk. Egy kivételével minden
szekvencia olyan torzsekbdl szarmazott, amelyek mindegyik II-tipusu
markereket tartalmaztdk a D1/D2 szegmensben (16. tablazat). Héarom
hartyaképz6 €élesztot Jura-ban ( Franciaorszag) izolaltak és egy térzset borbol
Libéchov-ben (Cseh Koztarsasag), mindhdrom tartalmazza a II-tipust
markereket az ITS szekvencidjukban, viszont nem rendelkeztek elérhetd

D1/D2 szekvenciaval az adatbazisban.
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% %k ok ok ok ok ok

A fajok tipustorzseinek szekvenciai:

Dl D2
Tokaj torzsek:
Tipus I
10-1343 T1 GCCTTCGA CCTGT-GGGA
10-1344 T2 GCCTTCGA CCTGT-GGGA
10-1346 TS GCCTTCGA CCTGT-GGGA
10-1350 T10 GCCTTCGA CCTGT-GGGA
10-1351 T11 GCCTTCGA CCTGT-GGGA
10-1352 T12 GCCTTCGA CCTGT-GGGA
10-1353 T13 GCCTTCGA CCTGT-GGGA
10-1354 T15 GCCTTCGA CCTGT-GGGA
10-1355 T18 GCCTTCGA CCTGT-GGGA
10-1356 T19 GCCTTCGA CCTGT-GGGA
10-1357 T21 GCCTTCGA CCTGT-GGGA
10-1358 T22 GCCTTCGA CCTGT-GGGA
10-1359 GCCTTCGA CCTGT-GGGA
Tipus II
10-1345 T4 GCCCTCGA CCTGTTGGGA
10-1347 T7 GCCCTCGA CCTGTTGGGA
10-1348 T8 GCCCTCGA CCTGTTGGGA
10-1349 T9 GCCCTCGA CCTGTTGGGA

%k sk ok ok sk %k sk sk o3k

S. cerevisiae GCCTTCGA CCTGT-GGGA
S. kudriavzevii GCCTTCGA CCTGC-GGGA
S. paradoxus GCCTTCGA CCTGC-GGGA
S. uvarum GCCTTCGA CCTGC-GGGA
Példak S. cerevisiae torzsek adatbazis-szekvenciaira:
AJ544258 GCCCTCGA CCTGT-GGGA
KY109417 GCCCTCGA CCTGTTGGGA
KY816824 GCCCTCGA CCTGTTGGGA
KY816875 GCCTTCGA CCTGT-GGGA

8. abra: Az rDNS-szekvencidk Clustal Osszerendezése. A D1/D2 domén
variabilis helyeket tartalmazo6 szegmenseinek dsszerendezése. A tipustorzsek
akcesszios szamai: AY497669 (S. cerevisiae CBS 1171NT), AB040995 (S.
kudriavzevii CBS 8840T), AF005703 (S. paradoxus CBS 432NT) ¢és
AJ279065 (S. uvarum CBS 395T)
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ITS1

Tokaj torzsek:

Tipus I
10-1343 T1
10-1344 T2
10-1346 TS

10-1350 T10
10-1351 T11
10-1352 T12
10-1353 T13
10-1354 T15
10-1355 T18
10-1356 T19
10-1357 T21
10-1358 T22

10-1359

Tipus II
10-1345 T4
10-1347 T7
10-1348 T8
10-1349 T9

9. dbra: Az ITS1 és ITS2 belso atirt szekvencidk variabilis helyeket tartalmazo szegmenseinek osszerendezése.

TTT -- GT..
TTT -- GT...
TTT -- GT...
TTT -- GT...
TTT -- GT...
TTT -- GT..
TTT -- GT..
TTT -- GT...
TTT -- GT...
TTT -- GT...
TTT -- GT...
TTT -- GT..
TTT -- GT..

TTTTTGT...
TTTTTGT...
TTTTTGT..
TTTTTGT..

TCITGCTAGGC-TT
TCGTGCTAGGC-TT
TCGTGCTAGGC-TT
JTCITGCTAGGC-TT
TCTTGCTAGGC-TT
TCTTGCTAGGC-TT
TCITGCTAGGC-TT
JTCITGCTAGGC-TT
JTCTTGCTAGGC-TT
JTCITGCTAGGC-TT
TCGTGCTAGGC-TT
TCTTGCTAGGC-TT
.TCITGCTAGGC-TT

TCTTIGCTAGGCCTT
TCTTGCTAGGCCTT
TCTIGCTAGGCCTT
TCTIGCTAGGCCTT

5.88

ITS2
AAA-TA TTT-- CC....
AAA-TA TTT-- CC...
AAA-TA TTT-- CC...
AAA-TA TTT-- CC...
AAA-TA TTT-- CC...
AAA-TA TTT-- CC....
AAA-TA TTT-- CC....
AAA-TA TTT-- CC...
AAA-TA TTT-- CC...
AAAATA  TTT-- CC...
AAA-TA TTT-- CC...
AAA-TA TTT-- CC....
AAAATA  TTT--CC....
AAA-TA TTTTTCC...
AAA-TA TTTTTCC...
AAA-TA TTTTTCC...
AAA-TA TTTTTCC....

TTTAT

JTT-AT
JTIT-AT
JTTTAT
JTIT-AT

TT -AT
TTTAT

JTTTAT
JTTTAT
JTTTAT
JTT- AT

TT- AT
TTTAT

JTT-AT
TT-AT
JTT-AT
TT-AT



A fajok tipustorzseinek szekvencii:

S. cerevisiae TTT--GT... TCGTGCTAGGC-TT AAA-TA TTT--CC... TT-AT
S. kudriavzevii  TTT--GT...TCITGCTAGGC-TT AAAATA  TTT--CC... TT-GT
S. paradoxus TTT--GT... TCTTGCTAGGC-TT AAAATA  TTT--CC...TT-GT
S. uvarum TTT--GT... TCTTGCTAGGC-TT AAAATA  TTT--CC...TT-GT
Példak S. cerevisiae torzsek adatbazis-szekvenciaira:

KU131579 TTT -- GT...TCTTGCTAGGC-TT AAA-TA TTT -- CC...TTTAT
KR535580 TTT -- GT... TCTTGCTAGGC-TT AAA-TA ITTTTTCC... TTTAT
AM262824 TTT -- GT... TCTTGCTAGGCCTT AAA-TA TTTTTCC... TTTAT
KY105133 TTTTTGT...TCTTGCTAGGCCTT AAA-TA TTTTTCC.... TT- AT
KY105143 TTTTTGT... TCTTGCTAGGCCTT AAA-TA TTTTTCC... TT- AT

A tipustorzsek akcesszids szamai: KY 105073 (S. cerevisiae CBS 1171NT), FI196779 (S. kudriavzevii CBS 8840T),
AJ229059 (S. paradoxus CBS 432NT) and AY 130306 (S. uvarum CBS 395T).

91



16. tablazat: A II. tipusu Tokaj torzsek jellegzetes markereit tartalmazo adatbazis-szekvencidk listaja.

Térzs/klon Akcesszids szama a A torzs eredete

D1/D2 szekvencidknak, amely ITS1-5.8S-ITS2 szekvencidknak,

mindkét markert tartalmazzak ? amely mind a négy markert Szubsztrat Orszag
ATCC 834 KU729158 KU729072 Tejsavo USA
CBS 2183 KY109350 KY109350 Bor Francia
CBS 2247 KY109262 KY105059 Gylimolcslé Dél Africa
CBS 2789 KY109365 KY105114 Bor Szlovakia-Magyar
CBS 2805 KY109366 KY105143 Bor Szlovakia
CBS 2807 (YJM270) KY109360 KY109360 Bor Szlovakia
CBS 2808 n.e. KY105138 Bor Cseh Koztarsasag
CBS 2814 CBS szekvencia KY105135 Bor Szlovakia
CBS 2963 KY109417 CBS szekvencia Szeszfézde Dania
CBS 4054 KY109258 KY105036 Bor Spanyol
CBS 4079 KY109340 n.d. Bor Spanyol
CBS 5835 KY109263 n.d. Bor Spanyol
CECT 11762 AJ544259 n.d. Sherry Spanyol
CECT 12664 AJ544261 n.d. Sherry Spanyol
HA1835 AM262822 AM262824 Bor Ausztria
K-53-15-44 KY816824 n.e. Jégbor Szlovakia
K-53-15-45 KY816825 n.e. Jégbor Szlovakia
YIM1574
(AWRI1775) CP006432 k. Sherry Ausztralia
CAV21 n.e. FM177897 Bor, hartya Francia
MACS1 n.e. FM177898 Bor, hartya Francia
LRJura n.e. FM177899 Bor, hartya Francia
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k.: kiilonb6z6. n.e.: nem elérheté.  n.d.: nagyon eltérd a nagy deléciok miatt.
CBS szekvencia: szekvencia elérhetd a CBS torzs adatbazisban:

(http://www.westerdijkinstitute.nl/Collections/Biolomics.aspx?Table=CBS%20strain%?20database ).
* A markerek leirasat lasd a 9. dbran
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A mitokondridlis genom diverzitisa

A mitokondrialis DNS restrikciés analizise a 17 Tokaj torzs esetében
13 kiilonb6z6 mintazatot eredményezett (10. dbra). A 10-1351 (T11) és a 10-
1352 (T12) torzs mintazata azonos volt. Figyelemre mélto, hogy ez a két térzs
azonos kariotipussal és mikroszatellit mintazattal rendelkezik, testvér agat
formalnak az interdelta dendrogramon ¢és I-tipusi rDNS mintazattal
rendelkeznek. A 10-1347 (T7), 10-1349 (T9) szintén azonos mtDNS
mintdzattal rendelkeznek, de kiilonbozik a kariotipusuk, interdelta ¢és
mikroszatellit mintdzatuk viszont mindketonek II-tipusu rDNS-e van.

Az azonos mintazattal rendelkez6 torzsek kozott nincs Osszefiiggés az
izolalds foldrajzi helyében, idejében ¢és forrasdban, sem fiziologiai
tulajdonsdgaikban. A 10-1358 (T22) torzs mitokondrialis DNS-ének
emésztése szamos probalkozas ellenére sem eredményezett értékelhetd

mintazatot. Ennek oka eddig ismeretlen.

M T T2 T4 TS5 T7 T8 T9 TI10 T11 T12 M M  T13 TI15 TI18 T19 T21 T22 101359 M

10. Abra: a Tokaj torzsek mitokondrialis DNS savmintizata EcoRV-tel
emésztve. Jelmagyardzat: 10-1343 (T1), 10-1344 (T2), 10-1345 (T4), 10-
1346 (TS), 10-1347 (T7), 10-1348 (T8), 10-1349 (T9), 10-1350 (T10), 10-
1351 (T11), 10-1352 (T12), 10-1353 (T13), 10-1354 (T15), 10-1355 (T18),
10-1356 (T19), 10-1357 (T21), 10-1358 (T22), 10-1359, M: 1kb DNS-
marker.
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Kariotipus diverzitasa

Tiz kiilonb6z0 kromoszoma mintazat volt megfigyelhetd a Tokaji
torzsek esetében (11. Abra). A 10-1343 (T1), 10-1344 (T2), 10-1345 (T4),
10-1346 (T5) és a 10-1350 (T10) torzsek egyedi mintazattal rendelkeztek. A
tobbi torzs hat csoportot alkotott. A maradék tobbi csoport mindegyike két
torzsbol allt: 10-1347 (T7)/ 10-1349 (T9), 10-1348 (T8)/ 10-1353(T13), 10-
1351 (T11)/10-1352(T12), 10-1354 (T15)/10-1355 (T18), 10-1356 (T19)/10-
1359 ¢és 10-1357 (T21)/10-1358 (T22). A torzsparosok tagjai kiilonb6zo
szubsztratbol, foldrajzi helyrdl és évbdl szarmaztak. Nyilvanvaléan nem volt

Osszefliggés a kromoszéma mintazatok ¢és a torzsek eredete kozott.

Chr12
1078kb \\

chra .‘-‘5288(3 T T2 T4 T5 T7 T8 T9 T10 T11 S288C T12 T13 T15 T18 T19 T21 T22 10-1359

1532kb

Chr7
1081kb
Chris
10091kb N\

Chri6
948 kb
Chrl3
924 kb

Chr2
813 kb
Chria —
784 kb
Chr10
746 kb
Chrild 7
669 kb /l
chrs 7
577kb 7
chrg| '/ ‘

563k /

chro| / I e
240kb / Chré Chri
Chl’f:'/. 270kb 230kb

317kb

11. Abra: A CHEF elektrokariogramja a torzseknek. Jelmagyarazat: 10-1343
(T1),10-1344 (T2), 10-1345 (T4), 10-1346 (T5), 10-1347 (T7), 10-1348 (T8),
10-1349 (T9), 10-1350 (T10), 10-1351 (T11), 10-1352 (T12), 10-1353 (T13),
10-1354 (T15), 10-1355 (T18), 10-1356 (T19), 10-1357 (T21), 10-1358
(T22), 10-1359, S288C: 10-642
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Interdelta, RAPD és mikroszatellita-alapu PCR (MSP) diverzitas

Az interdelta genotipizalas (12. és 13. dbra) alkalmasabbnak bizonyult
a torzsek sokféleségének értékelésére mint az MSP és a RAPD (14., 15. és
16. abra) mivel az esetek tobbségében lehetové tette a torzsszintii felbontast.
A kombindlt (2 primerpar) delta ujjlenyomat elemzés esetében, csak két
azonos torzsparat talaltunk (10-1347 (T7) 10-1349 (T9) és 10-1354 (T15) 10-
1355 (T18).

1343 1344 1345 1346 1347 1348 1349 1350 1351 5! 353 3 3 1356 1357 1358 3

12. &bra: A torzsek interdelta (deltal-2) mintazata. Jelmagyaréazat: 1343 (T1),
1344 (T2), 1345 (T4), 1346 (T5), 1347 (T7), 1348 (T8), 1349 (T9), 1350
(T10), 1351 (T11), 1352 (T12), 1353 (T13), 1354 (T15), 1355 (T18), 1356
(T19), 1357 (T21), 1358 (T22), 1359, M: 1kb DNS-marker.
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Mikb 1343 1344 1345 1346 1347 1348 1349 1350 1351 1352 1353 1354 1355 1356 1357 1358 1359 MPhi

13. abra: A torzsek interdelta (deltal2-2) mintdzata. Jelmagyarazat: 1343
(T1), 1344 (T2), 1345 (T4), 1346 (T5), 1347 (T7), 1348 (T8), 1349 (T9), 1350
(T10), 1351 (T11), 1352 (T12), 1353 (T13), 1354 (T15), 1355 (T18), 1356
(T19), 1357 (T21), 1358 (T22), 1359, M: 1kb DNS-marker. MPhi: ®X174

DNA/ Hinfl marker

_Mlkb 1343 1344 1345 1346 1347 1348 1349 1350 1351 1352 1353 1354 1355 1356 1357 1358 1359 MPhi

14. abra: A torzsek MSP mintdzata GTGs primer alkalmazasaval.
Jelmagyarazat: 1343 (T1), 1344 (T2), 1345 (T4), 1346 (T5), 1347 (T7), 1348
(T8), 1349 (T9), 1350 (T10), 1351 (T11), 1352 (T12), 1353 (T13), 1354
(T15), 1355 (T18), 1356 (T19), 1357 (T21), 1358 (T22), 1359, M: 1kb DNS-
marker. MPhi: ®X174 DNA/ Hinfl marker
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Mikb = 1343 1344 1345 1346 1347 1348 1349 1350 1351 1352 1353 1354 1355 1356 1357 1358 1359

— - ™ .- - O A Y Y e W e .
= 726
_;___== =—-= 553
500
417

15. é&bra: A torzsek RAPD mintazata RF2 primer alkalmazésaval.
Jelmagyarazat: 1343 (T1), 1344 (T2), 1345 (T4), 1346 (T5), 1347 (T7), 1348
(T8), 1349 (T9), 1350 (T10), 1351 (T11), 1352 (T12), 1353 (T13), 1354
(T15), 1355 (T18), 1356 (T19), 1357 (T21), 1358 (T22), 1359, M: 1kb DNS-
marker. MPhi: ®X174 DNA/ Hinfl marker

Mikb 1343 1344 1345 1346 1347 1348 1349 1350 1351 1352 1353 1354 1355 1356 1357 1358 1359 MPhi

16. abra: A torzsek RAPD mintazata 24 primer alkalmazéaséaval.
Jelmagyarazat: 1343 (T1), 1344 (T2), 1345 (T4), 1346 (T5), 1347 (T7), 1348
(T8), 1349 (T9), 1350 (T10), 1351 (T11), 1352 (T12), 1353 (T13), 1354
(T15), 1355 (T18), 1356 (T19), 1357 (T21), 1358 (T22), 1359, M: 1kb DNS-
marker. MPhi: ®X174 DNA/ Hinfl marker

A kombindlt interdelta mintdzatok sokkal jobb differencialast tettek
lehetove a torzsek kozott, mint a kombinalt RAPD/MSP mintazatok (17.
abra). Az UPGMA dendrogramok a 17. abran lathatok. Az interdelta
genotipizalas sokkal részletesebb dendogramot eredményezett (17. abra). A
II-tipusti r DNS-sel rendelkezd torzsek mindkét dendrogramon egy kompakt

csoportot alkotnak. Egyik dendrogram sem felel meg teljesen a

kromoszomamintak kozotti kapcsolatoknak.
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17. Abra.: A kozéppont-gyokeres interdelta és az MSP UPGMA dendro-
grammok Osszehasonlitasa. II: II. tipustt rDNS-mintazattal rendelkezd
torzsek. Az azonos szimbolumokkal jeldlt torzsek azonos kariotipussal
rendelkeznek. Szamok az interdelta dendrogram again: az erjedés végén
mért alkoholszintek (14. tablazat), a legmagasabb (1 =129,5 g/l) és a
legalacsonyabb (12 = 119,0 g/l) k6zott szdmozva.
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5.2 A multistarter fejlesztés eredményei

5.2.1 A torzsek fiziologiai tulajdonsagai

A C. zemplinina értékes boraszati tulajdonsagokkal rendelkezd nem
Saccharomyces ¢€lesztd, amely a tokaji édes borok erjedése soran altalaban
kimutathatd. A C. zemplinina torzsek borédszati tulajdonsagainak
megismerése céljabol a gyljteményiinkbdl kivalasztottunk 37 kiilonbdzo
foldrajzi helyrdl és szubsztratrol izolalt térzset. A tokaji édes borok erjesztése
soran az ¢lesztokre hato legkomolyabb szelekcids nyomas a mustok rendkiviil
magas cukortartalma, mely jelentds ozmotikus stresszként sziikiti az
erjesztést teljesiteni képes élesztok szamat. Ezért a szelekcionk soran fontos
szempontként értékeltiik a torzsek ozmotoleranciajat. Ezen kivil a C.
zemplinina torzsek szamos boraszatilag fontos tulajdonsagat vizsgaltuk, hogy
értékeljiik fizioldgiai valtozatossagukat és potencialis alkalmazhatosagukat a
boraszatban.

A vizsgalatokba bevontunk tovabbi 6t Tokaji borvidékrdl izolalt S.
uvarum ¢€s tiz S. cerevisiae torzset. Az eredményeket a 17. tablazat mutatja
be, ahol a torzseket az egyes tulajdonsagok alapjan biotipusokba soroltuk. A
18. tablazat tartalmazza a torzscsoportokra jellemzo értékeket.

A C. zemplinina torzsek etanoltermeld képességének vizsgalatara
tesztfermentaciokat végeztiink. A taptalajban 1évé 20% w/v-os gliikozbol
csak egy torzs termelt viszonylag kis mennyiségii etanolt 20 napos 25°C-on
torténd erjesztés utan (a 11-10 torzs 8,52v/v% -kal), mig a torzsek tobbsége
képes volt 9,0v/v% feletti etanol termelésére. Ez utdbbi tdrzscsoport
meglehetésen egyenletes volt, 10,4v/v% atlagos etanoltermeléssel (szords
0,24). A 12°C-on végzett tesztfermentiaciokban az etanoltermelésben sokkal
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nagyobbak voltak a kiilonbségek (mindossze 3,7 és majdnem 10,3v/v%
kozott), és 4 kiilonbozo biotipust lehetett megkiilonbdztetni.

A torzsek viszonylag kis valtozatossagot mutattak savtermeld profiljukban.
Jelentés (0,3 g/l-nél nagyobb) almasavtermelés egyik torzsnél sem volt
megfigyelhetd, mig az ecetsavtermelés 1,3 és 2,9 g/l kozott mozgott a torzstol
¢s a fermentacio homérsékletétdl fliggden. A termelt ecetsav mennyisége
12°C-0s fermentacios homérsékleten minden C. zemplinina torzsnél
magasabb volt, és csak 2 biotipust kiillonboztettiink meg az ecetsavtermelés
alapjan. A kozeg Osszes titralhatd savtartalma az erjesztés utan szintén
magasabbnak bizonyult az alacsonyabb vizsgalati hdmérsékleten, és a torzsek
némileg nagyobb valtozatossdgot mutattak e tulajdonsag alapjan, ami
lehetdveé tette 4 Dbiotipus megkiilonboztetését. A torzsek erjesztési
teljesitményére a CO: ellilandsabol szarmazd tomegveszteségbdl
kovetkeztettiink. A torzsek tobbsége 25°C-on viszonylag gyors és erdteljes
erjedést mutatott, a sorozatos mérésekkel kapott tomegvesztési gorbék
meglehetdsen egyenletesek voltak. Az erjedés erdssége 12°C-on mérsékelten
csokkent. A tdmegvesztési gorbék alapjan 3 kiilonb6zd biotipust lehetett
megkiilonboztetni. Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a C.
zemplinina torzsek onmagukban nem képesek a borokat kierjeszteni, de
alkalmasak lehetnek kevert starterkultirdk alkotorészeként részt venni az

erjesztésben.
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17. tablazat: A torzsek fizioldgiai tulajdonsagai

Torzsek Alkohol termelés  Ossz savtermelés Ecetsav termelés Fermentacios er6  Ozmotolerancia H.S
12°C 25°C 12°C 25°C 12 °C 25°C 12°C 25°C termelés

10-372 C.z. 111 v III I II I 11 II v 11T
10-373 C.z. 11 v III I II I 11 II I 11T
10-374 C.z. 111 v III I II I 11 II v 11T
10-375 C.z. 111 v III I II I 11 II I 111
10-376 C.z. 111 v III I II I 11 II v 111
10-377 C.z. 111 v III II I I 11 II v 111
10-622 C.z. 11T v 111 I 11 I 111 11 v 111
10-624 C.z. 111 v 111 I 11 I II 1I I I
11-1 C.z. II v 11 I I I II 11 v 111
11-4 C.z. I v 111 111 11 11 I 11 v I
11-6 C.z. 11T v 111 11 I I II 11 111 111
11-8 C.z. 11T v 111 I 11 I II 11 111 111
119 C.z. v v III I II I III II 111 111
11-10 C.z. 11 III III v II I 11 I II IT
11-18 C.z. 11 v III II II I 11 1T v 111
11-19 C.z. 111 v III I II I 1T II 111 111
11-20 C.z. 11 v III I II I 11 II 111 111
11-31 C.z. v v III I II I 1T II 111 111
11-60 C.z. I v 11 11 11 I I 11 1I II
11-75 C.z. 11 v 11 I 11 I II 11 1I 111
11-88 C.z. I v 111 11 11 I I 11 v 111
11-101 C.z. 11 v 111 I 11 I II 11 1I 111
11-107 C.z. 11 v 111 11 I I II 1I 1 II
11-124 C.z. 11 v III I I I 11 II 111 II
11-128 C.z. 11 v III I II I 11 II II 111
11-135 C.z. 111 v 11 1 11 1 11 11 11 111
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Torzsek

11-138 C.z.
11-144 C.z.
11-148 C.z.
11-149 C.z.
11-150 C.z.
11-152 C.z.
11-159 C.z.
11-479 C.z.
11-659 C.z.
10-5.11 C.z.
IISE 12 C.z.
10-403 S.c.
10-489 S.c.
10-492 S.c.
10-493 S.c.
10-496 S.c.
10-483 S.u.
10-484 S.u.
10-485 S.u.
10-486 S.u.
10-488 S.u.
10-491 S.u.
10-499 S.u.
10-501 S.u.
10-503 S.u.
10-505 S.u.

18. tablazat: A fizioldgiai tulajdonsagok alapjan felallitott biotipusok jellemzdi

Alkohol termelés

12°C 25°C
v v
II v
II v
II v
III v
III v
III v
II v
II v
11 v
11 v
v A%
v A%
v v
v v
v v
v v
v v
v v
\Y v
\Y v
\Y v
\Y v
\Y v
v v
v v

Ossz savtermelés

12°C
II
I
I
I
I
I
I
II
I
I
I
II
II
II
II
II
II
II
II
II
II
II
II
I
II
II

25°C

Pt e e

II

II

II
II
II
II
I
I
I
II
I
I
II
II
II
II
I
I
I

Ecetsav termelés Fermentacios erd

12°C
II
I
I
I
II
II
II
I
II
I

b b e b b et b b —

ot

25°C

Pt b b | | e e

p—
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12°C
I
I
I
I
II
II
II
II
II
II
II
I
I
I
II
I
I
I
I
I
II
I
I
II
I
I

25°C
II
II
II
II
II
II
II
II
II
II
II
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

Ozmotolerancia

II
I
II
I
II
II
II
I
II
II
I
I
I
III
III
III
III
III
III
I
I
I
I
I
III
III

H,S
termelés
111
II
II
111
II
111
111
111
111

b

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I



Fiziologiai jellemzd

A biotipus leirasa

I tipus II tipus 111 tipus IV tipus V.tipus
Etanol termelés: v/v%  3-4.99 5-6.99 7-8.99 9-10.99 >11,0
Osszes sav termelés: 1-1.99 2-2.99 3-3.99 4-4.99
g/l
Ecetsav termelés: g/l  1-1.99 2-2.99
Fermentaciés eré 12 gyenge, elakadt elhuzodo, relativ gyors és
°C mérsékelt erds
Fermentacios eré 25  gyenge, elakadt mérsékelten erés erdteljes
°C
H>S termelés Alacsony Kozepes Erds

szulfatredukcio, szulfatredukcio, szulfatredukcio,

barna telepek fekete telepek fekete telepek

udvarral

Ozmotolerancia Novekedés 2% Novekedés 20% Novekedés 40% Novekedés 60%

w/v w/v w/v glikkoztartalom  w/v

gliikoztartalom gliikoztartalom mellett. gliikoztartalom

mellett. mellett. mellett.
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A Kkisérletbe bevont Saccharomyces torzsekkel elvégeztiik azokat a
fiziologias vizsgalatokat is, melyeket a C. zemplinina torzsekkel is
elvégeztiink. Az eredmények alapjan torzstipusokat hoztunk 1étre, melyekbe

csoportositani tudtuk a torzseket. Az eredmények a 17. tablazatban lathatok.

5.2.2 A torzsek hatasa a borok érzékszervi tulajdonsagaira

A sajat multistarter kultrank fejlesztéséhez a Tokaji borvidékrdl
izolalt C. zemplinina, S. cerevisiae és S. uvarum torzsekkel probaerjesztést is
végeztiink sargamuskotaly mustban, hogy érzékszervi szempontok alapjan is
tudjuk értékelni a torzseket. A kierjedt borokat 20 pontos biralati rendszer
szerint organoleptikus elemzéssel értékeltiik. A birdlatban négy 6 vett részt.
Az eredményt a 19. tablazat tartalmazza. Az eredmények alapjan a C.
zemplinina torzsek koziil a 10-374-et, a S. cerevisiae torzsek koziil a 10-489-
et és a S. wvarum torzsek koziil a 10-486-ot valasztottuk ki tovabbi

vizsgalatokhoz.
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19. tablazat: A prdobaerjesztések érzékszervi birdlatanak eredményei négy

biral6 szerint 20 pontos rendszer alapjan.

tisztasag

5.2.3 A torzsek killer aktivitasa és szenzitivitasa

torzs 1-3 szin 1-3 illat 1-7 iz 1-7 0sszesen
10-372 C.z. 3,00£0,00 3,00+0,00 4,25+1,26 2,75+1,26 13,00+0,82
10-374 C.z.  3,00£0,00 3,00+0,00 4,50+1,29 4,25+1,26 14,75+1,71
10-377 C.z.  3,00£0,00 3,00+0,00 4,50+1,29 3,00+£2,00 13,50+2,65
10-5.11 C.z. 3,00+0,00 3,00+0,00 4,50+1,00 4,00+1,15 14,50+1,91
IISE 12 C.z. 3,00£0,00 3,00+£0,00 4,00+1,83 4,75+1,50 14,75+1,91
10-403 S.c.  3,00+0,00 3,00+0,00 4,50+2,38 3,00+2,16 13,50+4,12
10-489 S.c.  3,00+0,00 3,00+0,00 4,50+1,29 4,50+0,58 15,00+1,26
10-492 S.c. 3,00+0,00 3,00+0,00 3,75+0,50 3,50+1,29 13,25+1,50
10-493 S.c.  3,00+£0,00 3,00+£0,00 4,00+0,82 4,75+1,26 14,75+1,26
10-496 S.c. 3,00+0,00 3,00+0,00 3,00+0,82 4,75+1,50 13,75+1,71
10-483 S.u.  3,00+0,00 3,00+0,00 4,75+0,50 2,75+1,89 13,50+1,73
10-484 S.u.  3,00+0,00 3,00+0,00 3,50+1,00 2,50+1,73 12,00+2,45
10-485 S.u.  3,00+0,00 3,00+0,00 4,00+1,41 3,00+1,83 13,00+2,45
10-486 S.u.  3,00+0,00 3,00+0,00 4,50+1,29 4,75+0,96 15,25+2,06
10-488 S.u.  3,00+0,00 3,00+0,00 4,00+0,82 3,50+1,29 13,50+1,91
10-491 S.u.  3,00+0,00 3,00+0,00 4,75+1,26 3,25+2,22 14,00+3,16
10-499 S.u.  3,00+0,00 3,00+£0,00 4,75+0,50 4,25+1,50 15,00+1,83
10-501 S.u.  3,00+0,00 3,00+0,00 4,75+1,71 4,25+1,71 15,00+£3,16
10-503 S.u.  3,00+£0,00 3,00+£0,00 4,00+1,41 2,75+0,96 12,75+2,06
10-505 S.u.  3,00+0,00 3,00+0,00 4,00+1,15 3,00+£1,41 13,00+0,82

A 19. tablazatban szerepld torzsek killer aktivitasat 11-184 szenzitiv
torzs pazsitjan vizsgaltuk. Kontrollként a 11-182 K2 killer aktiv és a 11-183
K1 killer aktiv torzseket hasznaltuk. Killer aktivitast és szenzitivitast egyetlen
S. cerevisiae és S. uvarum esetében sem tapasztaltunk.

A C. zemplinina torzsek koziil egyediil a 10-5.11-es térzs mutatott

szenzitivitast a 11-183 torzs K1 toxinjaval szemben.
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5.2.4 A Candida zemplinina versenyképessége

Az eredményeink alapjan a tovabbi vizsgalatokhoz kivalasztottuk a
10-374 C. zemplinina, a 10-489 S. cerevisiae és a 10-486 S. uvarum torzseket.
A kivélasztds sordn sulyozottan vettiikk figyelembe a préobaerjesztések
érzékszervi biralati eredményét. Kisérletet allitottunk be annak érdekében,
hogy megismerjiikk miként konkurdlnak egymadssal kevert tenyészetben a
torzsek kiilonbozo aranyokban Osszekeverve. A f0 kérdés, amit tisztdzni
szerettiink volna az volt, hogy a C. zemplinina-t kiszoritja-e a két jo
erjesztoképességli Saccharomyces faj. A leoltasokban a torzsek aranyat 9, 25,
49, 97, 145 ¢és 245 ora utan allapitottuk meg. A 9 és 245 6ras eredmények
grafikus 4abrazoldsat a melléklet tartalmazza. A kisérletek alapjan
elmondhatjuk, hogy a YPGL tapfolyadékban az 1:1 ardnyld beoltasok
esetében a C. zemplinina aranya csak a S. uvarum-mal szemben csokkent
47%-r6l 23%-ra. Ha az aranyok 1:2 és 1:4 volt bedllitva a C. zemplinina
rovasara, akkor sem tudtadk a Saccharomyces fajok teljesen kiszoritani. A
Saccharomyes-ek koziil mindig a S. uvarum tudott jobban talszaporodni. Ha
a C. zemplinina torzset helyeztiik eldnybe 2:1 és 4:1 ardnyban akkor sem
tudott a Saccharomyces-eken tulndni, de mértéke kevésbé csokkent.

Amikor 20% w/v és 40% w/v-ra egészitettik ki a tapfolyadék
glilkéztartalmat, akkor a C. zemplinina versenyképessége érzékelhetéen
lecsokkent. 40% w/v gliikoztartalom esetén az 1:1 ardnyt leoltaskor a S.
cerevisiae-vel szemben a kezdeti 53% utan 245 6ra mulva 31%-ra csokkent
az aranya. S. uvarum esetén ez az ért€k 49%-rol 12%-ra csokkent. Viszont a
leghétranyosabb 1:4 aranyu leoltasok esetében sem csokkent a C. zemplinina

szintje 10% ala. A leghatékonyabb szelekcids tényezdének a 8 v/v%
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alkoholtartalom bizonyult. Minden beoltas, még a 4:1-hez elonyds koriilmény
esetében is drasztikusan csokkent a C. zemplinina aranya, de a
legkedvezotlenebb 1:4 —es arany esetében sem csokkent a mennyiségiik 5%
ala (Melléklet 2. abra).

Ezek az eredmények biztatoak abbdl a szempontbol, hogy valos
boraszati beoltas esetén valosziniileg napokig ¢életképesek maradhatnak az
altalunk beoltott C. zemplinia élesztdk, igy hozzajarulhatnak a borok

aromakomplexitdsahoz.

5.2.5 A féliizemi erjesztési kisérletek eredményei

2010-ben a Tokaj Keresked6hdz Zrt. pincészetében allitottunk be
erjesztési kisérletet. A mustunk furmint szOl6bol késziilt. A kezdeti
cukortartalma 204,5¢g/1, savtartalma 11,7 g/l volt. A must egy alap kénezést
kapott, melynek hatdsara 6 mg/1 lett a szabad és 50 mg/l az 6sszes kén szintje.
Kontrollként az egyik tételt nem oltottuk be, azt hagytuk spontan kierjedni.
Készitettiink harom beallitast, melyeket a 10-374 C. zemplinina, 10-489 S.
cerevisiae és a 10-486 S. uvarum tenyészeteivel oltottunk be. Illetve egyet a
harom faj keverékével (3inl) inokulaltunk. Az erjedést analitikai és
mikrobiologiai szempontbdl figyelemmel kisértiik. A 20. tabladzat mutatja az
analitikai eredményeinket.

Az erjedés 3. napjan a legintenzivebben a 3 fajt tartalmaz6 multistarter
kulttraval beoltott must erjedt 4,33 v/v% alkoholtartalmat elérve. A
leggyengébben a spontan erjedd kontroll tétel (0,26 v/v%) és a C. zemplinina-
val beoltott (0,3 v/v%) erjedt. A kevert starterrel beoltott tétel lehet azért

erjedt olyan jol, mert a két gliikkofil S. cerevisiae mellett a C. zemplinina
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fruktofil tulajdonsagu. Az erjedés 7. napjan a multistarterrel beoltott must
alkoholtartalma meghaladta a 10,0 v/v%-ot. A két Saccharomyces éltal
erjesztett tétel fej-fej mellett 7,97 és 8,03 v/v% alkohol tartalommal haladt az
erjedésben. A spontan erjedd tételben 5,57 v/v%, mig a C. zemplinina-val
beoltott mustban csak 4,57 v/v% alkohol volt. A 10. napra az erjedés elkezdett
lelassulni a kiillonbségek kezdtek kiegyenlitddni. A legmagasabb
alkoholtartalom ebben a fazisban is a kevert tenyészetes beoltdsban volt
mérhetd (11,19 v/v%) és a legalacsonyabb a C. zemplinina-val erjed? tételben
(9,34 v/v%). A 15. napon a kiilonbség a tételek kozott az alkoholtartalom
tekintetében mindossze 0,36 v/v% volt. Az erjedést minden tétel esetében 22
nap utan befejezettnek tekintettiink. Az erjedések dinamikdja jonak volt
mondhato, nem volt elhuzo6do. A legdinamikusabb lefutassal a multistarter

kultaraval beoltott tétel jellemezhetd (18. 4bra).

250

200 ~

150 . —o—kontroll
\\ 3inl
100 S.c.
S.u.
—=C.z

Erjesztési id6 (nap)

Cukortartalom (g/1)
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18. abra: A 2010-es erjesztési kisérletek dinamik4ja a cukortartalom
csokkenése alapjan. 3 in 1: 10-374+10-486+10-489; S.c.:10-489; S.u.: 10-
486; C.z.:10-374.

20. tablazat: 2010-es erjesztési kisérlet analitikai eredményei (n=1).
C.z.: C. zemplinia 10-374; S.c.: S. cerevisiae 10-489; S.u.: S. uvarum 10-486;
3in 1: C. zemplinia 10-374+S. cerevisiae 10-489+S. uvarum 10-486

Minta Nap  Alkohol Cukor  Sav Ill6sav  Extrakt
tart. v/v%  tart. g/l  tart. g/l tart. g/l tart. g/l

Must 0,0 204,5 11,7 0,25

Spontan 3. 0,26 203,5 13,2 0,32

3inl 4,33 122 11,3 0,33

S.c. 2,61 152 11,5 0,51

S.u. 3,21 145.,5 11,1 0,34

C.z. 0,3 203.5 10,9 0,34

Spontan 7. 5,57 105 12,4 0,34

3inl 10,02 24.5 11,1 0,36

S.c. 7,97 64 11,1 0,52

S.u. 8,03 61,5 10,7 0,36

C.z. 4,57 123 11,3 0,33

Spontan 10. 10,75 15,9 11,3 0,27

3inl 11,19 8,6 10,8 0,30

S.c. 10,11 26,9 10,7 0,54

S.u. 10,06 24.4 10,6 0,25

C.z. 9,34 38,2 11,0 0,27

Spontan 15. 11,7 3,6 10,8 0,25

3inl 11,49 3,5 10,4 0,28

S.c. 11,34 9,7 10,6 0,43

S.u. 11,5 4,5 10,3 0,21

C.z. 11,7 2,7 10,6 0,24

Spontan 22. 11,83 2,6 10,5 0,27 30,21
3inl 11,63 23 10,3 0,26 29,52
S.c. 11,60 6,7 10,3 0,41 27,7
S.u. 11,75 3,1 10,0 0,27 28,5

C.z. 11,79 2,2 10,3 0,26 28,7
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A borok organoleptikus értékelése soran az alabbi rangsort €s szdveges
jellemzést adtak a biralok a borokra:

1. 3in 1: komplex, gyiimdlcsos iz, illat intenziv, harmoénikus sav
2. Saccharomyces uvarum: Komplex, gylimdlcsos, tartds, kerek iz
3. Saccharomyces cerevisiae: sav hangsulyos, gyors lecsengés

4. Spontan: sav hangsulyos, gyors lecsengés, kicsit lires

5. Candida zemplinina: vékony, rovid, nem teljesen tiszta iz

Az erjedés soran mikrobioldgiai vizsgalatokhoz is vettiink mintakat.
Célunk volt, hogy molekularis markerekkel beazonositsuk és
megkiilonboztessiik az altalunk beoltott S. cerevisiae, S. uvarum és C.
zemplinina torzseket az erjedés soran jelenlévé vad torzsektdl, ezaltal
bizonyitsuk, hogy valoban az éltalunk beoltott tdrzsek végezték az erjedést.
Az izolalt torzsekbdl konvencionalis modszerekkel, asszimilacids tesztekkel
valasztottuk ki a S. cerevisiae és a S. uvarum gyanus torzseket, melyekkel
kariotipizalast és RAPD 1283 elemzést végeztiink el. A spontin erjedd
kontroll tételbdl nem izolaltunk C. zemplinina torzset, igy nem volt vad
genotipusunk, amihez hasonlithattuk volna az altalunk beoltott starter
torzseket. Az asszimilacios tesztekhez az alabbi szénforrasokat hasznaltuk

fel: galaktdz, maltdz, cellobidz, mellibidz, rafindz. mannit, glicerin és lizin.
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Az erjedés soran visszaizolalt starterkultira gyanus térzsek genotipizalasa

A spontan erjedd kontroll tételbdl asszimilacids tesztek alapjan 18 db
(16, 39, 55, 58, 67, 69, 70, 83, 86, 92, 93, 139, 143, 147, 163, 167, 168, 174)
reprezentativ S. cerevisiae gyanus torzset valasztottunk ki CHEF és RAPD
1283 elemzésre, amiket vad torzseknek tekintettiink. A kariotipizalas
eredménye alapjan hétféle (A/B/C/D/E/F/G) kariotipust tudtunk elkiiloniteni
a vad S. cerevisiae-k kozott, illetve két izolatum (16, 174) nem-
Saccharomyces-nek bizonyultak a kariotipusuk alapjan (19. dbra). A RADP
1283 vizsgalat alapjan még nagyobb a torzsek kozott a valtozatossag a hét

kariotipuson beliil is (20. abra).

16 39 55 58 67 69 70 83 86 92 93 139 143 147 163 167 168 174
NS A B CC CDBDB B BB EF E G GNS

19. Abra: A spontan erjedd kontroll tételbdl izolalt vad S. cerevisiae
torzsek kariotipusai. A-G: eltéré kariotipusok, NS: nem-Saccharomyces

mintazat.
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M 16 39 55 58 67 69 70 83 86 92 93 139 143 147 163 167 168 S288c
IKbNC A B C C C€C D B B B B B E F E G G

20. Abra: A spontan erjedd kontroll tételbdl izolalt vad S. cerevisiae
torzsek RAPD 1283 analizise. A-G: eltérd kariotipus mintazat, NS: nem-

Saccharomyces mintazat, M 1kb marker

Az asszimilacios tesztek alapjan S. uvarum gyanus torzseket (33, 39,
42,47, 53, 64, 56, 62, 66, 69, 82, 91, 106, 112, 138, 142, 145, 162, 166, 176,
180, 183, 187, 189) is megvizsgaltuk. A CHEF alapjan 7 féle S. uvarum-ra
jellemzd kariotipust tudtunk megkiilonboztetni (A-F). Egyes tipusok
latvanyosan eltértek a fajra jellemzd kariotipustol, ami arra utal, hogy ezek
nem is voltak S. uvarum torzsek (39, 69). Ebbdl az is kovetkezik, hogy
a fizioldgiai tesztek alapjan nem lehet biztonsaggal elkiiloniteni a S. uvarum

¢és a S. cerevisiae torzseket. (21. abra).
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47 53 64 56 62 66 69 82 91 106 112 138 142 145 162 166 176 180 183 187 189 CBS395
¢CD EC CTF S. D F € F A F A F G A G F F A

33 S288c 39
A 23k

42
B

21. Abra: A spontan erjedd kontroll tételbdl izolalt vad S. uvarum gyanus
torzsek kariotipusai. A-F: eltérd kariotipus mintazatok. 23k: nem S. uvarum
mintazat, koriilbeliil 23 kromoszoma. S.c.: S. cerevisiae mintazat

A 22. ébran a vad S. uvarum gyanus torzsek RAPD 1283 analizise
lathato. A betlikkel a kariotipusokat jeloltiikk. A kariotipizalas és a RAPD
modszer a S. uvarum gyanus torzsek esetében sem adott azonos eredményt,

azonos kariotipussal rendelkez6 torzsek RAPD mintazata eltérhet.

M 33 39 42 47 53 56 62 64 66 69 82 91S5288c CBSM 106 112 138 142 145 162 166 176 180 183 187 189 S288c CBS
Kh:A- kB €C D © € E F ScD E 39skb C F A F A F G A G F F A 393

22. Abra: A spontan erjedd kontroll tételbdl izolalt vad S. uvarum torzsek
RAPD 1283 mintdzatai. A-F: eltérd kariotipus mintdzatok. 23k: nem S.
uvarum mintazat, koriilbeliil 23 kromoszoma. S.c.: S. cerevisiae mintazat
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A multisatarter kultrankkal beoltott erjedésbdl izolalt torzsekkel is
elvégeztiik a vizsgalatot, hogy megallapithassuk, hogy a sajat torzseink
végezték-e a fermentaciot. Az asszimilacids tesztek alapjan 41 S. cerevisiae
torzset valasztottunk ki (118, 124, 127, 134, 137, 138, 144, 152, 157, 160,
165, 170, 4, 9, 10, 15, 33, 39, 42, 43, 45, 47, 54, 56, 24, 51, 57, 59, 84, 130,
134, 65, 70, 71, 72, 75, 86, 100, 104, 110, 113). A starterkultarank S.
cerevisiae tagja a 10-489 torzs, ezért hozza hasonlitottuk a mintazatokat. A
téle eltérd kariotipusu izolatumokat tekintettiik vad S. cerevisiae-nek (23.

abra).

(489)118 124127 134 137 138 (489)144152 157 160 165 170 4 9 10 (489) 15 33 39 42 43 45 47 54 56

- e e .- - -

- - =

23. Abra: A multistarter kulturaval beoltott tétel S. cerevisize gyanis
izolatumainak kariotipusai. Pirossal jelolve a feltételezhetéen vad S.

cerevisiae torzsek. (489): 10-489 altalunk beoltott S. cerevisiae torzs
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A 10-489-t6l kariogramon detektalhato eltérés az 59, 65, 110, 138,
152 izolatumok esetén figyelhetd meg. Nagyon valoszinii, hogy ezek vad S.
cerevisiae torzsek. A RAPD 1283 analizis soran a tdrzsek mintazatbeli
eltérése igen kicsi a 10-489-hez képest. A 4, 9, 10, 15, 24, 42, 43, 45, 59, 75,
86, 110, 113, 127, 152-es izolatumok mintdzata bizonyult eltéronek. A
kariogrammal Osszevetve az 59-es és a 110-es izoltatum tért el mindkét

modszerrel az dltalunk beoltott S. cerevisiae-t61 (24. abra).

Mio4so 4 9 10 15 24 33 39 42 43 45 47 51 54 56 M 57 59 63 70 71 72 75 84 86 100104110 113 10489

T a — —
— — — -

10— - - — - - - ]
Sl — e — O

Lo — ——— — . — - ———

M 10489 118 124 127 130 134 137 138 144 152 157 160 165 170

I
—_—

-——-—"—------
l”_-_n“ ——— ————— —
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24. é4bra: A multistarter kultraval beoltott tétel S. cerevisiae gyanas
izolatumainak RAPD 1283 mintazatai. Pirossal jelolve az eltéré mintézattal

rendelkezd torzsek. 10-489 altalunk beoltott S. cerevisiae torzs

A multistarter kultiréval beoltott erjedésbdl az asszimilacids tesztek
eredményei altal 18 S. uvarum gyanus torzset izolaltunk (7, 21, 31, 36, 50,
67, 81, 97, 109, 121, 132, 136, 145, 150, 151, 163, 172, 176). Kariotipus
tekintetében csupan két izolatum: 150 és 151 mintazata tér el a beoltott 10-

486-¢t6l. Ezek nagyon valoszinii, hogy vad S. uvarumok (25. abra).

10-486 7 21 31 36 50 67 81 97 109 10-486121 132 136 145 150 151 163 172 176

25. Abra: A multistarter kultiraval beoltott tétel S. wuvarum gyanus
izolatumainak kariotipusai. Pirossal jeldlve a feltételezhetéen vad S. uvarum

torzsek. 10-486 altalunk beoltott S. uvarum torzs kariotipus mintazata.
A 150 ¢és 151 izolatumok RAPD 1283 PCR elemzés alapjan nem

mutatnak kiilondsebb eltérést a tobbi, kariotipus elemzés alapjan a beoltott S.

uvarum-unkkal egyez6 izolatumoktol (26. abra).
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MKb 7 21 31 36 50 67 81 97 121 109 132136 145 150 151 163 172 176 10-486

_-"‘"--hn

e msees

-

26. abra: A multistarter kultaraval beoltott tétel S. wvarum gyanus
izolatumainak RAPD 1283 mintazatai. Pirossal jeldlve az eltérd kariotipussal

rendelkezd torzsek. 10-486 altalunk beoltott S. uvarum térzs mintazata.

A tisztan csak S. cerevisiae torzsel (10-489) beoltott fermentaciobol
izolalt torzsek koziil 38-at valasztottunk is asszimilacids teszteredményeik
alapjan (7, 14, 21, 23, 26, 33, 41, 48, 52, 62, 67, 69, 76, 83, 84, 91, 98, 105,
106, 112, 119, 120, 126, 133, 137, 140, 147, 154, 160, 164, 83, 84, 164, 168,
171,175,177, 181). A 10-489-t61 kariogramon detektalhat6 eltérés az 48, 67,
105, 160 izolatumok esetén figyelheté meg. Nagyon valdszinti, hogy ezek vad

S. cerevisiae-k (27. 4bra).
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84 91 98 10510489106 112 119 120126 133 137 140 147

10-489 7 14 21 23 26 33 41 48 52 62 67 69 76 83

g A ——

- S ——

10-489 154 160 164 10159 83 84 164 168 171 175 177 181

27. dbra: A 10-489 S. cerevisiae kulturaval beoltott tétel S. cerevisiae gyanus
izolatumainak kariotipusai. Pirossal a feltételezhetéen vad S. cerevisiae

torzsek. 10-489 az altalunk beoltott S. cerevisiae tOrzs mintazata.

A RAPD 1283 vizsgalat diverzebb mintazatot eredményezett. A 10-
489 savmintazatatol 18 eltérdé mintazatot mutattak az alabbi izolatumok:7; 67;
69; 83; 84; 91; 98; 112; 119; 120; 126; 133; 137; 160. Osszevetve a
kariogramok elemzésével a 67-es és a 160-as minta az, ahol mind a CHEF,
mind a RAPD PCR eltérést mutat a beoltott torzs mintdzatdhoz képest. Ezek

az izolatumok nagy valdszintiséggel vad S. cerevisiae torzsek. (28. abra).
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28. Abra: A 10-489 S. cerevisiae kultiraval beoltott tétel S. cerevisiae gyanis
izolatumainak RAPD 1283 mintdzatai. Pirossal az eltér6 mintdzattal

rendelkez0 torzsek.

A S. uvarum-mal (10-486) beoltott tételbdl izolalt asszimilacids teszt
alapjan S. uvarum gyants torzsek koziil 16-ot valasztottunk ki CHEF és
RAPD 1283 vizsgalatra (25, 53, 57, 59, 81, 83, 88, 105, 107, 113, 114, 116,
125, 135, 141, 150). A kariogrammok alapjan 6 db izolatum, a 25, 83, 105,
125 135, és a 141 rendelkezett a beoltott 10-486 torzstol eltérd0 mintazattal
(29. abra). A 107-es €s a 150 izolatum a kariogram alapjan S. cerevisiae lehet.
Az  asszimildciés  teszteken alapuld taxondmiai  meghatirozas

bizonytalansadgéara remek példak az 53, 57 és az 59-es izolatumok, melyek
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hidba mutattak hasonlé asszimilacidés profilt, mint a S. wuvarum, a

kariogrammjuk alapjan nem Saccharomyces élesztok.

10-486 256 53 57 59 81 83 88 105 107 113 114 116 125 135 141 150

ol

29. abra: A 10-486 S. uvarum kulturaval beoltott tétel S. uvarum gyanus

izolatumainak kariotipusai. Pirossal a feltételezhetéen vad S. uvarum torzsek.

Az 53, 57 és az 59 nem Saccharomyces ¢€lesztok A 107 és a 150
feltételezheten S. cerevisiae torzsek a mintdzatuk alapjan. A torzsek RAPD
1283 elemzése magasabb fokt diverzitast mutatott (30. abra). A 107 és a 150
izolatumokat ebben az esetben is eltérd mintazat jellemezte. Feltételezhetéen

nem S. uvarum-ok, hanem S. cerevisiae torzsek.
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30. édbra: A 10-486 S. uvarum kultaraval beoltott tétel S. uvarum gyanus
izolatumainak RAPD 1283 mintazatai. Pirossal jelolve feltételezhetéen S.

cerevisiae torzsek.

A 2011-es év erjesztési kisérletének eredményei

2011-ben is a Tokaj Keresked6haz Zrt. pincészetében allitottunk be
erjesztési kisérletet. A mustunk furmint sz6l6bol késziilt. A kezdeti
cukortartalma 216,0 g/l, savtartalma 5,7 g/l volt. A must egy alap kénezést
kapott melynek hatasara 4mg/1 lett a szabad- és 54 mg/1 az 6sszes kén szintje.
A Dbeoltasok rendje és térfogatai a 2010-es évnek megfelelden, annak
ismétléseként allitottuk be. Az erjedés lefolydsat a cukorfogyas mérésével

kovettiik nyomon (31. ébra).
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31. abra: A 2011-es erjesztési kisérlet fermentacios dinamikdja a
cukorfogyas alapjan. 3 in 1: 10-374+10-486+10-489; S.c.: 10-489; S.u.: 10-
486, C.z.:10-374

Az erjedés dinamikdjan lathatd, hogy a legdinamikusabban a S.
uvarum-mal (10-486) beoltott tétel kezdett el erjedni. Ezt magyarazhatja a S.
uvarum hidegtiird képessége, amivel képes lerdviditeni az erjedési
hémérséklethez vald adaptacid idejét. Utdna a multistarter kultirankkal
(3inl) beoltott tétel erjedt hatékonyan. Az erjedés 10. napjatol mar az a tétel
erjedt a legintenzivebben. Legvontatottabban a nem beoltott kontroll és a C.
zemplinina-val (10-374) beoltott tétel erjedt. Az erjedés soran és az elkésziilt

borokban mért analitikai eredményeket a 21. tablazat tartalmazza.

123



21. tablazat: A 2011-es erjesztési kisérlet analitikai eredményei. (n.m.

= nem mértiik) 3 in 1: 10-374+10-486+10-489; S.c.: 10-489; S.u.: 10-486;

C.z.:10-374
Minta [ Nap | Alkohol Cukor Sav Illésav | Extrakt
tartalom tartalom | tartalom | tartalom | tartalom
v/v% g/l g/l g/l g/l
must 0 0,0 216,0 5,7 n.m. n.m.
Spontan 4. 1,26 184,5 n.m. n.m. n.m.
3inl 2,52 153,0 n.m. n.m. n.m.
S.c. 3,0 155,5 n.m. n.m. n.m.
S.u. 4.5 127,5 n.m. n.m. n.m.
C.z. 2,37 163,0 n.m. n.m. n.m.
Spontan 7. 6,7 102,0 n.m. n.m. n.m.
3inl 7,94 76,0 n.m. n.m. n.m.
S.c. 6,39 104,5 n.m. n.m. n.m.
S.u. 7,76 76,5 n.m. n.m. n.m.
C.z. 6,45 102,0 n.m. n.m. n.m.
Spontan  10. 8,84 69,00 n.m. n.m. n.m.
3inl 10,0 44,40 n.m. n.m. n.m.
S.c. 8,46 72,00 n.m. n.m. n.m.
S.u. 9,64 49,20 n.m. n.m. n.m.
C.z. 8,77 68,50 n.m. n.m. n.m.
Spontan  14. 9,67 54,50 n.m. n.m. n.m.
3inl 11,2 25,50 n.m. n.m. n.m.
n.m. n.m. n.m.
S.c. 9,96 47,50 n.m. n.m. n.m.
S.u. 10,9 27,70 n.m. n.m. n.m.
C.z. 10,23 43,30 n.m. n.m. n.m.
Spontan 18. 10,19 47,40 n.m. n.m. n.m.
3inl 12,01 15,10 n.m. n.m. n.m.
S.c. 11,04 33,40 n.m. n.m. n.m.
S.u. 11,89 15,70 n.m. n.m. n.m.
C.z 11,24 30,10 n.m. n.m. n.m.
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Minta Nap | Alkohol Cukor Sav IMosav | Extrakt
tartalom tartalom | tartalom [ tartalom | tartalo
v/v% g/l g/l g/ m g/l
Spontan  21. 10,44 44,80 n.m. n.m. n.m.
3inl 12,21 11,40 n.m. n.m. n.m.
S.c. 11,46 26,40 n.m. n.m. n.m.
S.u. 11,96 11,00 n.m. n.m. n.m.
C.z. 11,47 24,40 n.m. n.m. n.m.
Spontdan  26. 11,37 40,20 n.m. n.m. n.m.
3inl 12,54 8,00 n.m. n.m. n.m.
S.c. 11,82 20,20 n.m. n.m. n.m.
S.u. 12,41 6,70 n.m. n.m. n.m.
C.z. 12,07 19,20 n.m. n.m. n.m.
Spontan  41. 11,41 30,50 6,0 0,32 26,27
3inl 12,88 3,60 5,9 0,27 31,46
S.c. 12,56 10,20 6,1 0,47 29,18
S.u. 12,73 3,50 6,3 0,21 27,84
C.z. 12,8 10,50 5,9 0,36 27,21

A 2012-es év erjesztési kisérletének eredményei

2012-ben is a Tokaji Szdlészeti és Boraszati Kutatointézetben

allitottunk be az erjesztési kisérletet. A sziiret idépontja 2012.09.26-an volt,

a mustunk furmint sz6l6bdl késziilt. A kezdeti cukortartalma 221,5 g/l,

savtartalma 6,1 g/l volt. A must egy alap kénezést kapott melynek hatdsara

11 mg/1 lett a szabad- és 63 mg/l az 6sszes kén szintje. A beoltdsokokat 25

literes iivegballonokban végeztiik. A beoltdsok rendje €s térfogatai a 2010-es

¢és a 2011-es évnek megfelelden, azok ismétléseként allitottuk be. Az erjedés

lefolyasat a cukorfogyas mérésével kovettilk nyomon (32. abra).
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32. dbra: A 2012-es erjesztési kisérlet fermentacids dinamikaja.
3in 1: 10-374+10-486+10-489; S.c.: 10-489; S.u.: 10-486;
C.z.:10-374

2012-ben a 10-489 S. cerevisiae-vel és a multistarter kulturaval beoltott
tételek kezdtek a legdinamikusabban erjedni. Az erjedés 7. napjara a S.
uvarum —mal beoltott tétel is felzarkozott hozzajuk és tuljutottak az erjedés
zajos fazisan. Leglassabban ebben az évjaratban is a spontin és a C.
zemplinina-val beoltott tételek erjedtek. Az erjedésiik lefutasa nagyon
hasonlé volt, kicsit elhizodo a Saccharomycesek és a kevert beoltasunkhoz
képest. Az erjedés 21. napjara mindegyik tételiink szarazra kierjedt. Az
erjedés soran mért cukortartalmakat a 22. tdblazat ¢és az elkésziilt borok

analitikai eredményeit a 23. tablazat tartalmazza.
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22. tablazat: A 2012 évjarat erjedése soran mért cukortartalmak. 3 in

1: 10-374+10-486+10-489; S.c.: 10-489; S.u.: 10-486; C.z.:10-374

cukortartalom g/1

Torzs
0. nap 5. nap 7. nap I11.nap | 14.nap | 21. nap
spontan 221,50 187,00 77,00 17,00 5,65 1,80
3inl 221,50 57,00 9,00 1,40 1,40 1,40
S.u. 221,50 81,00 6,90 2,15 1,90 1,75
S.c. 221,50 49,00 13,00 4,00 2,65 2,05
C.z. 221,50 167,00 63,00 14,00 4,55 2,50

23. tablazat: Az elkésziilt 2012-es borok alap analitikai eredményei
3in 1: 10-374+10-486+10-489; S.c.: 10-489; S.u.: 10-486;C.z.:10-374

Alkohol Cukor Sav pH [l6sav
Minta tartalom | tartalom tartalom tartalom
v/Iv% g/l gl gl

spontan 12,84 1,80 6,4 3,25 0,54
3inl 12,73 1,40 6,37 3,39 0,90
S.u. 12,40 1,75 6,55 3,18 0,78
S.c. 12,76 2,05 6,32 3,23 0,60
C.z 12,71 2,50 6,27 3,26 0,63

A kész borokat egy hét fOs bizottsdg birdlta 100 pontos
szempontrendszer szerint. A birdlat sordn a legalacsonyabb pontszdmot a
kontroll, a spontan erjedd tétel kapta 73,86+4,45 pontszammal. A mésodik
legalacsonyabb pontszammal a multistarter kulturaval beoltott tétel lett

jellemezve 76,0+3,65 értékkel. Erdekes, hogy a tiszta tenyészetek magasabb
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atlag pontszammal végeztek, de mindegyik esetben jelentdsebb szoérassal. A
S. cerevisiae-vel (10-489) kierjesztett tétel 79,29+6,26, a S. uvarum-mal (10-
486) 80,00+9,49, mig a C. zemplina-val (10-374) erjesztett tétel 77,71+£7,76
pontszamot kapott. A magas szoras értékek arra engednek kovetkeztetni,
hogy az adott borok jobban megosztottdk a biralokat a multistarterrel

erjesztett tételhez képest.

2013 erjesztési kisérlet

2013-ban egy tarcali boraszat jelentkezett, hogy kiprébalna a
multistarter kultrankat furmint bor erjesztéshez. A kisérletben négy 220
literes hordot kontrollként kereskedelmi starterkultiraval a Mycoferm
CRU31 ¢lesztdvel oltottunk be, 6t db 220 literes hordot pedig a multistarter
kultarankkal (10-489+10-486+10-374). Az erjedés végén vizsgaltuk a
kierjedt borokat klasszikus analitikai moddszerekkel, illetve headspace
gazkromatografias tomegspektrometrias modszerrel, hogy 0sszehasonlitsuk
az erjedések alatt keletkezett ill6 komponenseket is. Az analaitikai

eredményeket a 24. tdblazat és a 33. dbra mutatja.

128



24. tablazat: A 2013 évjarat kisérleti erjesztéseinek alap analitikai

eredményei. 486+489+374:
CRU31: Ever Mycoferm CRU 31

10-486 (S.u.)+10-489 (S.c.)+10-374 (C.z.);

Azonositd | Alkohol | Cukor | Sav pH 116 Extrakt g/l
v/v% g/l g/l g/l cuk.m | Osszes
CRU 31 12,75 2,36 7,13 3,07 0,73 20,19 22,55
+0,24 +0,39 +0,11 +0,03 +0,06 =+0,78 =+0,68
486+489+ 12,43 10,21 6,63 3,09 0,84 19,75 29,96
374 +0,21 +2,14 +0,12 +0,02 +0,12 +0,57 2,56
35,00
30,00
M cru3i
B 386+489+374
25,00
20,00
15,00

10,00 -
. .
0,00 - - =T—=im

v/v%

alkohol cukor

sav

pH

cukorm.

illé
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osszes

33. abra: A 2013 évjarat kisérleti erjesztéseinek alap analitikai eredményei.

486+489+374: 10-374 (C.z.)+10-486 (S.u.)+10-489 (S.c.); Cru3l: Ever

Mycoferm CRU 31
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A géazkromatografias elemzés soran a tételeket kiilon-kiilon mértiik
meg, majd a kapott eredményeket atlagoltuk. A kereskedelmi
starterkultiraval (CRU 31) beoltott borbdl 29, mig a multistarter kultiraval
beoltott tételbdl 31 aromakomponenst sikeriilt elvalasztanunk. Az
aromakomponensek egymashoz viszonyitott relativ koncentracidit a
Melléklet 2, 3 és a 4. abraja tartalmazza. A beazonositott aromakomponensek
érzékszervi jellemzdit adatbdzisokbdl kikerestiik. Egyet sem talaltunk, mely
kellemetlen, a bor mindségére negativ ¢érzékszervi tulajdonsaggal
rendelkezne. Az alabbiakban a 25. tablazatban azokat a vegyiileteket
részletezem, melyek kizardlag csak a sajat multistarter kultaraval erjesztett
borban voltak kimutatasi koncentracid felett, vagy jelentésen nagyobb
koncentracidban voltak mérhetdek a kereskedelmi starterkultiraval erjedt
borral szemben.

25. tablazat: A multistarter kulturaval erjesztett borban a kontroll borhoz
képest magasabb koncentracioban kimutathato aromakomponensek

érzékszervi tulajdonsagai

Vegyiilet neve CAS szam ! Erzékszervi tulajdonsag

Amil-acetat 628-63-7 banan, korte, alma

Etil-butirat 105-54-4 alma, anandsz, konyak, kék sajt

Kapronsav 142-62-1 ¢des, Napa Gamay bor, sajt, zsir,

Kaprilsav 124-07-2 édes, sajt, olaj, kokuszolaj

Dietil-szukcinat 123-25-1 gylimolcs, sz0l6, alma, barack,
afonya, csokoladé

Etil-palmitat 693-38-9 kellemes édes, krém, balzsam,
viasz

Etil-laurat 106-33-2 kellemes édes, virdg, levél,
szappanos

Etil-dekanoat 110-38-3 alma, brandy, sz610, korte

1: Chemical Abstract Service (Kémiai Nyilvantartdo Szolgalat)
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6. Eredmények megbeszélése

A régi tokaji izolatumok taxonomiai hovatartozdsdnak a
meghatarozasahoz a modern ¢élesztd-taxondomidban alkalmazott molekularis
vizsgalatokat ¢és fiziologiai vizsgalatokat végeztiink. A D1/D2 domének ¢és az
rDNS ITS régioinak a szekvencia elemzése, tovabba a fiziologiai vizsgéalatok
alapjan mindegyik izolatum S. cerevisiae-nek bizonyult. S. uvarum-ot nem
talaltunk kozottiik, habar a S. uvarum elég gyakori a Tokaji Borvidéken
(Minarik és Laho, 1962; Sipiczki és Mtsi., 2001; Antunovics és Mtsi., 2005;
Magyar és Bene, 2000).

Bar az rDNS-analizis az 6sszes torzset egyértelmiien S. cerevisiae-hez
rendelte, az rDNS szekvenciaik nem voltak azonosak, két csoportra oszlottak
a két ITS-szegmens 6t helyen kiilonbdztek a S. cerevisiae neotipus torzsétol.
Szamos Szlovakidban ¢és Ausztridban izoladlt borélesztd torzs adatbazis
szekvenciaiban ugyanezeket az eltéréseket taldltuk a neotipus torzzsel
Osszahasonlitva. Mindezen kiilonbségek egyidejii jelenléte a kozép-eurdpai
foldrajzi régiora jellemzd ,,0shonos” S. cerevisiae borélesztd torzseinek egy
ezek a torzsek az autochtonikus élesztd bidta Osszetevdi, amelyek hosszu
ideig fennmaradtak, a Tokaj-torzsek izoldlasanak évei 6ta (1901-1906) és a
két Szlovakiai torzs izalalasan keresztiil (1954) egészen napjainkig (2017)
amikor a két jégbor élesztd klont izolaltdk Szlovakidban. A mintazat
szorvanyos megjelenése bizonyos spanyol, egy francia és egy ausztral
borvidéken ¢és kiillonbozé szubsztratokon feltételezhetden kozép-eurdpai

boréaszatokbol szarmaz¢ elterjedésnek tulajdonithatd. A Il-tipust torzsek ITS
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szekvencidjanak a hasonloésaga a Jura-n izolalt hartya ¢lesztok ITS
szekvenciajaval (Charpentier és Mtsi., 2009) szoros kapcsolatra utal a két
csoport torzsei kozott. Tovabbi kisérletekre van sziikség ennek a lehetéségnek
az ellenérzéséhez, mivel a Jura torzsek esetében nem allnak rendelkezésre
D1/D2 szekvencidk, a Tokaj torzsek.

A kevésbé konzervalt molekularis markerek (interdelta, MSP,
mitokondrialis DNS és kariotipus) dsszehasonlité elemzése sokkal nagyobb
valtozatossagot mutatott ki a torzsek kozott. Amikor az Osszes markert
egylittesen vessziik figyelembe, a torzsek tulnyomd tobbsége egyedi
mintazattal rendelkezik, ami arra utal, hogy a legtobb torzs egyedi
genomszerkezettel rendelkezik. Ez alol kivételek az I-tipusu szekvencidval
rendelkez0 torzspar, a 10-1354 (T15) /10-1355 (T18) ¢és a Il-tipusu
szekvenciaval rendelkezd torzs par, a 10-1347 (T7) /10-1349 (T9) amelyek
tagjai minden tesztben megkiilonboztethetetlenck voltak. Erdekes, hogy
egyik part sem izolaltdk ugyanarrdl a helyrdl, és ugyanabbol az évjaratbol.
Ezen azonossagoktol eltekintve mind az 1., mind a II. tipusu térzscsoportok
valtozatosak voltak, de figyelemre mélté mddon jol elkiiloniild klasztereket
alkottak, mintha bioldgiailag izolaltak lennének.

A molekuldrisan megkiilonboztethetetlen torzsek eltérd eredete azt
jelzi, hogy az 1900-as évek elején a tokaji régidban olyan S. cerevisiae
torzseknek kellett 1étezniiik, melyek tobb boraszatban is tartdsan jelen voltak.
A 10-1354 (T15)/10-1355(T18) ésa 10-1347 (T7)/ 10-1349 (T9) térzsparok
molekulédris mintainak azonossaga arra utal, hogy genomjuk nem valtozott a
laboratdériumi torzsfenttartds évtizedei alatt. Ezzel szemben bizonyos torzsek,
amelyeket ugyanazon a helyen és évben izolaltak (példaul 1901-ben

Tarcalban izolalt 5 torzs), kiilonb6zé molekularis mintazattal rendelkeztek.
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Ezek a torzsek mar az izoladlaskor is kiilonbdzhettek egymastol, de az is
lehetséges, hogy ugyanabbdl a klonbdl szarmaznak és csak késdbb, a
laboratoriumi koriilmények kozotti szaporitds soran valtak el egymastol. A
molekuléris mintak 6sszehasonlitasakor azonban szem el6tt kell tartani, hogy
az ujjlenyomat-modszereknél a magas szinti reprodukalhatosag érdekében
minden tOrzsre pontosan azonos feltételeket kell alkalmazni minden
reakcidban (pl. Pfliegler és Mtsi., 2014), és a sdvmintazatokban bekovetkezd
kisebb valtozasokat gyakran nehéz értékelni. Tovabba az interdelta elemzés
soran megfigyelt nagyobb diverzitas nem feltétleniil tiikr6zi pontosan a
torzsek izolalasanak idején fennallo diverzitast, mivel a kiilonb6z6 tartdsitasi
modszerek altal a torzsekre gyakorolt specifikus  stresszhatdsok
mobilizélhattak bizonyos Tyl retrotranszpozonokat (amelyekhez a delta
szekvencidk részben kapcsoldodnak). Példaul egy korabbi vizsgalatban
(Stamenova és Mtsi.,, 2008) a fagyasztds és felolvasztas novelte a Tyl
transzpozicioknak a gyakorisagat.

Némileg varatlanul ért minket, hogy nem talaltunk Osszefliggést a
kariotipusok és a torzsek eredete kozott. Nem tudjuk, hogy milyenek lehettek
a kariotipusok a torzsek izolalasakkor, de nyilvanvald, hogy a tartos
laboratoriumi torzsfenttartds nem tette ket egyformava. Erdemes itt
megemliteni, hogy egy korabbi vizsgalatban nem taldltunk Osszefliggést a
kromoszdéma mintazatok és, hogy foldrajzilag honnan és milyen borbol voltak
a Saccharomyces torzsek izolalva (Csoma ¢s Mtsi., 2010). Egy masik
vizsgélatban nem talaltak Gsszefiiggést a hartya képzddésének képessége €s a
torzsek kariotipusai kozott, mig a hartya képzddés és bizonyos interdelta és
mikroszatellit mintdk kozott egyértelmii Osszefliggés volt megfigyelhetd

(Charpentier és Mtsi., 2009; Legras ¢és Mtsi., 2014).
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A nagy molekuléris diverzitassal egylitt jart bizonyos fenotipusos
tulajdonsagok és jellemzdk, példaul a telepmorfologia, a sejtmorfoldgia, a
sporulacid hatékonysaga és a HoS-termelés viszonylag nagy valtozatossaga.
A diverzitas alacsonyabb volt a killer aktivitas fenotipusaban és a flokkulacio
viszonylataban. Ha az Gsszes tulajdonsagot egybe vessziik, gyakorlatilag
minden torzs egyedi fenotipussal rendelkezik. Ez 0Osszhangban van a
molekularis (genetikai) vizsgalatok eredményeivel, amelyek szinte minden
torzset egyedinek hatdroztak meg. A nagyfoku fenotipusos diverzitas
tulajdonképen nem meglepd, mert a fenotipust alapvetéen a genotipus
hatarozza meg. A legljabb eredmények (pl. Granek és Magwene, 2010)
példaul kimutattak, hogy a S. cerevisiae telepek morfologiajat olyan genetikai
determinansok komplex héldzatai irdnyitjak, amelyek mas sejtfolyamatokban
is részt vesznek, mint példaul a tdpanyag szignalok integralasa és a kornyezet
bizonyos valtozasaira adott valaszok. A sporulacid egy masik olyan
tulajdonsag, amelyet Osszetett genetikai kolcsonhatdsok szabalyoznak. A
sporulacié 6 meghatarozoja a parosodasi tipus heterozigotasaga (a
homotallikus torzsek sejtjei 4lltalaban heterozigotdk) de a folyamat
hatékonysaga szamos downstream gén miikodésétol fiigg (Herskowitz,
1988). Ezen gének barmelyikének inaktivalasa vagy csokkent aktivitasa
megakaddlyozhatja a sporuldcidt, vagy legalabbis csokkentheti annak
hatékonysagat. A gyenge sporulaciéo masik oka a kromoszdma-heterogenitas
lehet, amely rontja a kromoszoma parosodds pontossdgat a meidzis
profazisaban. A nem megfelel6 kromoszomaparosodas elsdsorban a fajok
kozotti hibridekben fordul eld, amelyek két (részben) kiilonb6z6 kromoszéma
készlettel rendelkeznek (Karanyicz és Mtsi., 2017). Mivel a Tokaj torzsek

egyikének sem volt szamfeletti savja a kariotipusaban, igy valosziniitlen,
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hogy ezek kozil barmelyik interspecifikus hibrid vagy alloaneuploid
genommal rendelkezne. Szdmos tanulmany bizonyitotta, hogy az
¢lesztOkulturdk alkalmazkodasa a valtozd koriilményekhez 4ltalaban
genomikai  valtozasokkal jar (adaptiv evolicidé), ¢és az azonos
stresszfeltételeknek hosszabb ideig kitett kiilonb6z6 kultarakban altalaban a
hasonléan megvaltozott genomok (beleértve a kariotipusok hasonld
valtozasait) valtozatai valnak domindnssa (konvergens adaptiv evolucio) (pl.
Gresham ¢és Mtsi., 2008; Mangado és Mtsi., 2018; Piotrowski és Mtsi., 2012).
Erdekes modon ugy tiinik, hogy a hosszu tavi laboratoriumi fenntartas nem
valtott ki kimutathaté konvergens adaptiv evoluciot a tokaji torzsek
genomszerkezetében és fiziologiai tulajdonsagaiban.

A borészati szempontbol fontos fenotipusos jellemzdk tekintetében az
egyes tulajdonsadgok sokfélesége jelentds eltéréseket mutatott. A torzsek a
H,S-termelésben (mind a szilard taptalajon, mind a fermentacids
korilmények kozott) és a kezdeti fermentacios erdsségben nagymértékben
eltértek egymastol. A glicerintermelésben mérsékelten, a fermentécios
teljesitményben, az etanoltermelésben és a fermenticidé végén mért
savtermelésben a legtobbjiik csak kis mértékben kiillonbozott egymastol.
Erdekes, hogy a legtobbjiik jobban teljesitett, mint a kereskedelmi
starterkultira torzse és sokkal jobbak voltak, mint a laboratériumi torzs
(S288C) a szO6l6bdl készitett must erjesztése kozben. Azt tovabbra sem
tudjuk, hogy ezek a torzsek milyen erjesztési képességekkel rendelkeztek
izolalasuk idején, de a laboratériumi erjesztési kisérleteinkben nyujtott jo
teljesitményiik azt bizonyitja, hogy a hosszt ideig tartd, nem borészati
kornyezetben torténd fenntartds nem hatott karosan az erjesztési

képességiikre nézve. Ez a megallapitas kétségeket ébreszt azzal a széles
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korben elterjedt nézettel kapcsolatban, miszerint a laboratériumi
korlilmények kozotti tartds tenyésztés veszélyezteti a torzsek fermentacios
képességeit (Pizarro Mtsi., 2007). Sods és Asvany (1950) publikacidjaban
nem témek ki ra a torzsfenntartds koriilményeire, de Soo6s Istvan
Borbakterologia (1948) cimii konyvében ismertettek egy modszert a hossz
ideig tartd laboratoriumi torzsfenttartdsra. Abban 10%-os szachar6zoldatot
hasznaltak egy parafinnal lezart ,,Fredenreich-lombikban”. Ezt a lombikot
sotét helyen, alacsony hémérsékleten taroltak. Otévente frissitették a
torzseket. Ezzel a modszerrel tartottak fent a torzseket az 1980-as évekig. Ezt
kovetden a torzseket liofilizaltdk. Az altalunk felhasznalt torzsampullan
1985-0s datum volt feltlintetve.

Eredményeink alapjan megéllapithatjuk, hogy a szazéves gylijtemény
egyes tagjai jo alternativdk lehetnek a Tokaji borvidéken széles kdrben
hasznalt régio-idegen kereskedelmi starterkulturdk kivaltasadra. Azonban
tovabbi vizsgalatokra van szilikség az ilyen célokra legalkalmasabb torzsek
kivélasztasahoz.

Mindazondltal a monokultiras starterkultirdk alkalmazédsa kezd a
hattérbe szorulni a boraszati technoldégiaban. A munkank egy tovabbi célja
volt, hogy Tokaji szelektalast tobb élesztdfaj keverékebdl allo starterkultirat
is kifejlessziink. Korabbi eredményeink alapjan tudjuk, hogy a borvidékre
jellemzd a kryotolerans S. uvarum torzsek jelenléte, illetve a borvidékrol
sikertilt izolalni és leirni a C. zemplinina ozmotolerans ¢€s fruktofil fajt. Ezen
eredmények alapjan ugy gondoltuk, hogy a S. cerevisiae ¢€lesztéfaj mellé
szerencsés parositdas lehet a fent emlitett két masik faj. A
torzsgyljteményilinkben szamos helyi izolalast torzs allt rendelkezésiinkre,

melyek boraszati képességei ezidaig ismeretlenek voltak szamunkra.
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A C. zemplinina boraszati tulajdonsagair6l a kisérleteink idejében
még nem allt rendelkezésre széles szakirodalmi adat, igy a veliik vald
ismerkedésilinket nagyobb torzsszammal kezdtiik el és bevontunk a kezdeti
kisérleteinkbe mas foldrajzi helyr6l és nem csak bordszati kornyezetbol
izolalt torzseket is.

A tokaji édes borok erjesztése soran az élesztOkre hatod legkomolyabb
szelekcidos nyomas a mustok rendkiviil magas cukortartalma, mely jelentds
ozmotikus stresszként szilikiti az erjesztést teljesiteni képes €lesztok szamat.
Ezért a szelekcionk sordn fontos szempontként értékeljiik a torzsek
ozmotoleranciajat.

A C. zemplinina torzsek etanoltermeld képességének vizsgalatara
tesztfermentacidokat végeztiink. A taptalajban 1évd 20% w/v-os gliik6zbol
csak egy torzs termelt viszonylag kis mennyiségii etanolt 20 napos 25°C-on
torténd erjesztés utan (a 11-10 torzs 8,52, v/v%-kal), mig a torzsek tobbsége
képes volt 9 (v/v%) feletti etanol termelésére. A 12°C-on végzett
tesztfermentaciokban az etanoltermelésben sokkal nagyobbak voltak a
kiilonbségek (minddssze 3,7 és majdnem 10,3 (v/v%) kdzott)

A torzsek viszonylag kis valtozatossagot mutattak savtermeld
profiljukban. Jelentds (0,3 g/l-nél nagyobb) almasavtermelés egyik torzsnél
sem volt megfigyelhetd, mig az ecetsavtermelés 1,3 és 2,9 g/l kozott mozgott
a torzstdl és a fermentacid hdmérsékletétdl fiiggden. A termelt ecetsav
mennyisége 12°C-os fermenticidos homérsékleten minden C. zemplinina
torzsnél magasabb volt, mint 25°C-on.

A torzsek erjesztési teljesitményére a CO: elillandsabol adodo

tomegveszteségbdl kovetkeztettiink. A torzsek tobbsége 25°C-on viszonylag
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gyors ¢és erdteljes erjedést mutatott. Az erjedés erdssége 12°C-on mérsékelten
csokkent.

Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a C. zemplinina
torzsek onmagukban nem képesek a borokat kierjeszteni, de alkalmasak
lehetnek kevert starterkulturak alkotérészeként részt venni az erjesztésben.

Bevontunk 6t Tokaji borvidékrdl izolalt S. uvarum és tiz S. cerevisiae
torzset a vizsgalatainkba. A fizioldgiai eredményeik kevésbé voltak
valtozatosak a C. zemplinina torzsekhez képest. A torzsek leginkabb a 12 °C-
on mutattak eltérd erjesztési dinamikat. A S. cerevisiae torzsek kénhidrogén
termeld képessége 12°-on kedvezdbbnek bizonyult a S. uvarum-okhoz
képest.

A végso torzsek kivalasztdsanal sulyozottan vettiik figyelembe a
torzsek aromatermeld képességét. A Tokaji borvidékrdl izolalt C. zemplinina,
S. cerevisiae és S. uvarum torzsekkel probaerjesztést is végeztliink
sargamuskotaly mustban, hogy érzékszervi szempontok alapjan is tudjuk
értékelni a torzseket. A C. zemplinina torzsek koziil a 10-374 14,75+1,71 és
a II SE 12 14,75+1,91 0Osszpontszammal holtversenyben végeztek az
érzékszervi birdlaton. A 10-374 ozmotolerancidja miatt keriilt kivalasztasra,
mivel 60% w/v gliikoztartalom mellett is képes volt novekedni, mig a I SE
12 térzs csak 40% w/v mellett. A S. cerevisiae-k koziil a 10-489 kapta a
legjobb értékelést az érzékszervi birdlat soran (15,00+1,26), mig a S uvarum-
ok kozott a 10-486 teljesitett a legjobban (15,25+2,06). A kivalasztott torzsek
nem rendelkeznek killer aktivitassal és nem is szenzitivek a K1 és a K2
toxinra. Ez a tulajdonsag kérdéseket vetett fel a mustban mar jelen 1évé vad

Saccharomyces-ekkel valo versenyképességiikre vonatkozolag, de a féliizemi
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erjesztési kisérletek soran bebizonyosodott, hogy nem jelent résziikre
hatranyt, nem szoritjak ki dket a vad torzsek.

A C. zemplinina esetében még izgalmasabb kérdés volt, hogy miként
tud konkurdlni a kevert tenyészetben a két jO erjesztoképességl
Saccharomyces fajjal az erjedés soran. A kérdés megvalaszolasa érdekében
eltéré aranyokban Osszekeverve, kiilonbozo szelekcios paraméterekkel (20%
w/v, 40% w/v gliikkdz, +8%v/v etanol) rendelkezd tapfolyadékban kovettiik
nyomon a fajok interakciojat. A legzordabb G6sszetételt tapfolyadékban és a
leghatranyosabb 1:4 (C. zemplinina : Saccharomyces spp.) aranya
leoltasokban is kimutathaté koncentracioban vissza tudtuk izoldlni a C.
zemplinina (10-374) torzsiinket 245 ora elteltével is. A leoltasok alapjan a S.
uvarum (10-486) erdteljesebben konkurdl a C. zemplinina-val, mint a S.
cerevisiae (10-489) torzsiink.

A dolgozatban négy évjarat féliizemi kisérleti erjesztésének
tapasztalatait targyaljuk. Az elsé évben {6 feladatunk volt, hogy a beoltott
torzsek versenyképességét, ezaltal valodi hatasukat az erjedésre igazoljuk. Az
erjedés soran végig mintaztuk a tételeinket és megprobaltuk visszaizolalni az
altalunk beoltott torzseket. Az izoldtumok asszimilacidés profiljat
Osszehasonlitottuk a beoltott torzsek asszimildciés eredményeivel. Ezek
alapjan tudtunk S. cerevisiae és S. uvarum ,starterkultira gyanas” torzseket
kijel6lni. A kijelolt torzsekbdl random vélasztottunk ki egyedeket, melyekkel
kariotipizalast €s RAPD 1283 elemzést végeztiink el. A kariotipus mintazat
és a RAPD 1283 mintizat nem minden esetben fedett 4t. Altalaban a RAPD
1283 diverzebb mintazatot eredményezett. A mddszerek kombinaltan
azonban minden esetben alkalmasnak bizonyultak a sajat beoltott torzseink

és a vad S cerevisie és vad S. uvarum torzsek megkiilonboztetésére. A
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genetikai markerezések eredménye szerint a fermentaciok soran az altalunk
beoltott Saccahromyces torzsek dominaltak végig az erjedés alatt.

Minden évjaratban a torzseinkkel beoltott tételek probléma mentesen
¢s dinamikusan kierjedtek. Ezzel teljesitik azt a f0 elvarast miszerint a
starterkultaraval val6 beoltassal az erjedés elhtizédésat és elakadasat akarjak
a boraszok kikiiszobolni. A C. zemlinina torzseinkkel végzett fiziologiai
tesztek eredményei alapjan megallapitottuk, hogy 6nmagukban nem képesek
a borokat kierjeszteni, de alkalmasak lehetnek kevert starterkultarak
alkotoérészeként részt venni az erjesztésben. Ezt tdmasztjak ala a féliizemi
erjesztési kisérleteink soran gytijtott tapasztalataink is. Bar minden esetben a
kontrollként hasznalt spontan erjedd tételekhez viszonyitva gyorsabban
erjesztette ki a borokat, de minden esetben elmaradt a Saccharomyces-ekkel
¢s a kevert multistarter kultirdval beoltott tételek erjedési dinamikéjatol.
Amikor Onalléan oltottuk be az altala kierjesztett borok érzékszervi
megitélése megoszté volt. 2010-ben volt olyan birald, aki izhibasnak
jellemezte a borat, mig 2012-ban a 100 pontos biralati rendszerben a
legnagyobb szoérdssal 66 minimum pontszamtdl egészen a viszonylag magas
86 pontszamig teljesitett. A kevert tenyészetben a jelenlétét a fruktofil
tulajdonséga is indokolja. Az erjedések elakadasat néha a mustban talalhat6
glikéz és fruktdoz ardnyanak erds eltoloddsa okozhatja. Erjesztési
kisérleteinkben is azt tapasztaltuk, hogy aranyaiban hidba csak 2/3 aranyban
vannak jo erjesztd képességli fajok a multistarter kultirankban, annak
erjesztési erélye minden évjaratban kozel azonos vagy dinamikusabb volt a
3/3 aranyban jo erjesztd képességli tiszta Saccharomyces fermentaciokkal

Osszehasonlitva.
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Erdekes, hogy a 2012-es év biralata szerint a tiszta tenyészetek
magasabb atlag pontszammal végeztek, de mindegyik esetben jelentdsebb
szorassal. A S. cerevisiae-vel (10-489) kierjesztett tétel 79,29+6,26, a S.
uvarum-mal (10-486) 80,00+£9,49, mig a C. zemplina-val (10-374) erjesztett
tétel 77,71£7,76 pontszamot kapott. A magas szoras értékek arra engednek
kovetkeztetni, hogy az adott borok jobban megosztottdk a birdlokat a
multistarterrel erjesztett tételhez képest. Néhany bir6ld szoveges megjegyzeést
irt a biralati lapra, ahol a multistarterrel erjesztett tételhez a komplex, gazdag
aromak, tartalmas jelzOket irtdk. Ez a 2010-es birdlaton szerzett
tapasztalatokkal 0sszecseng, ahol bar pontozas nem tortént, de egy teljesen
mas tagokbol allo bizottsag is a komplex, gyiimdlcsds iz, illat intenziv
jelzokkel illette.

2013-ban nagyobb tételben mar csak a multistarter kombinacionkat
hasonlitottuk 6ssze egy kereskedelmi starterkulturaval, a Mycoferm CRU31-
gyel. Alap analitikai paraméterekben nagy eltéréseket nem tapasztaltunk, de
a gazkromatografids elemzés sordn a kereskedelmi starterkulturaval (CRU
31) beoltott borbol 29, mig a multistarter kultirdval beoltott tételbdl 31
aromakomponenst sikeriilt elvalasztanunk. Hét olyan aromakomponenst
talaltunk, melyek csak a sajat starterkultirankkal erjesztett borban voltak
jelen, vagy megtaldlhatdak voltak a kereskedelmi starterkultaraval
kierjesztett borban is, de a multistarter kulturaval erjedtben magasabb
koncentracioban. A miiszeres analitikai vizsgalat is alatimasztotta azt a célul
kitlizott feladatunkat, hogy a kevert starterkultirank kifejlesztésével
szimuldlni szeretnénk a spontan erjedésnek koszonhetd gazdagabb

aromakomplexitast a starterkultiraval valod beoltds biztonsagos erjedésével

egyutt.
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7. Osszefoglalas

A Genetikai és Alkalmazott Mikrobiologiai Tanszéknek tobb mint
harom évtizedre nyulik vissza a boraszati jelentdségli ¢€lesztogombak
kutatdsa. A korabbi eredmények leginkabb taxonomiai, genetikai ¢és
fiziologiai jellegiiek voltak. Ezekre a rendkiviil értékes eredményekre és az
évtizedek alatt kordbbi kutatasok sordn begytlijtott tokaji izolalasu
¢lesztotorzsekre alapozva alkalmazott kutatast terveztiink megvaldsitani,
melynek elején célul thztiik ki, hogy helyi szelektalasu torzsekbdl allo
multistarter élesztékultarat fejlesztiink ki a helyi boraszatok részére.

A szakirodalmi adatok gytijtése soran keriilt a 1atoteriinkbe Sods és
Asvany lenyligdz6 munkassiga, mely abban a korszakban, tobb mint szaz
évvel ezeldtt rendkiviil elére mutatd és innovativ volt. Szerencsénkre az
altaluk izolalt Tokaj torzseket a Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok
Nemzeti Gytjteménye megorizte és rendelkezésiinkre bocsatotta. Ezeknek a
torzseknek a vizsgalata szinesitette a munkankat.

So6s és Asvany (1950) a 10-1347 és a 10-1358-as torzseket ajanlottak
leginkabb beoltasra a bor erjesztéséhez. A sajat vizsgalataink szerint is ez a
két torzs emelkedett ki a tobbi koziil a borédszati tulajdonsagaik alapjan.
Probaerjesztések sordn a mai kovetelményeknek is megfeleld mindségii
borokat voltak képesek kierjeszteni. A kisérleteinkben tapasztalt ezen torzsek
kivalo teljesitménye demonstralja, hogy nem veszitették el a boraszati
tulajdonsagaikat a tobb, mint 10 évtizedig tartd mesterséges torzsfentartas
soran. Ezzel megcéfoltunk egy korabbi elméletet, miszerint a jo erjesztési

képességet elvesztik a torzsek, a jobb erjesztési teljesitményre irdnyuldé nem
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szelektiv  koriilmények kozott torténd hosszan tartd  tenyésztés ¢€s
torzsfenntartds soran.

Tovabba izgalmas filogenetikai Osszefiiggéseket is talaltunk. Az rDNS-
analizis az 6sszes torzset egyértelmiien S. cerevisiae fajhoz rendelte, az rDNS
szekvenciaik viszont nem voltak azonosak, két csoportra oszlottak (I-tipus és
I-tipus). A kiilonbségek egyidejii jelenléte a kozép-eurdpai foldrajzi régio S.
molekularis markere lehet. Ugy tiinik, hogy ezek a torzsek az autochtonikus
¢lesztd bidta Osszetevoii lehettek, de ennek bizonyitdsa tovabbi vizsgalatot
igényel. A mi vizsgalatunkba csak azokat a szekvencidkat vontuk be, amelyek
100% atfedést mutattak a sajat szekvenciankkal. Valoszintileg arnyalhatna a
képet, ha bevonnank azt a nagyszamu adattomeget, amit a 99%-ban atfedd

szekvencidk jelentenek.

A fejezet elején emlitett eredményeink alapjan tudjuk, hogy a
borvidékre jellemzd a kryotolerans S. uvarum torzsek jelenléte, illetve a
borvidékrdl sikeriilt izolalni és leirni a C. zemplinina ozmotolerans ¢és
fruktofil fajt. Ezen eredmények alapjan ugy gondoltuk, hogy a S. cerevisiae
¢lesztéfaj mellé szerencsés parositas lehet a fent emlitett két masik faj a
multistarter kultirankban. A hirom faj dsszesen 53 torzsét vizsgaltuk meg
boraszati szempontok alapjan, hogy kivalasszunk 1-1 torzset koziiliik,
melyekkel 4 évjaratban probaerjesztéseket végeztiink.

A multistarter kultrankkal beoltott tételek probléma mentesen és
dinamikusan kierjedtek minden évjaratban. Az érzékszervi birdlatok és a

klasszikus ¢€s miiszeres analitikai vizsgalataink eredményei alapjan is
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elmondhat6, hogy a létrehozott starterkultiraval kivalé mindségii borokat
lehetett erjeszteni biztonsagosan és reprodukalhatoan.

A Soos és Asvany (1950) altal elért eredmények el6tt szeretnénk
munkankkal mi is tisztelegni €és célunk tovabbra is folytatni ezt az izgalmas
kutatasi vonalat, mert a dolgozatban ismertetett eredmények még csak a
kezdd 1épések ahhoz, hogy a Tokaji Borvidéken dolgozd boraszoknak
hathat6s megoldést nyujtsunk termékeik mindségének fokozasdhoz. A tokaji
borkiilonlegességek, a rendkiviili ozmotikus kihivast jelent6 késdi sziiretelésti
édes borok ¢és az aszuk erjesztéséhez sziikséges specidlis starterkultarak

kidolgozéasa még rank var.
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8. Summary

The Department of Genetics and Applied Microbiology has been
researching yeasts of oenological importance for more than three decades.
Previous results were mainly taxonomic, genetic and physiological. Based on
these highly valuable results and on the isolated yeast strains from Tokaj
collected during previous research over the decades, we planned to carry out
applied research with the aim of developing a multistarter yeast culture for local
wineries, consisting of locally selected strains.

During the process of collecting data from field specific articles we have
discovered the impressive work of Sods and Asvany, which was extremely
forward-looking and innovative for their era, more than a century ago.
Fortunately for us, the Tokaj strains isolated by them have been preserved and
made available to us by the National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms. The study of these strains has enriched our work.

So6s and Asvany (1950) recommended strains 10-1347 and 10-1358 as
the best strains for inoculation for wine fermentation. In our own tests, these two
strains also stood out from the others for their oenological properties. In trial
fermentations, they were able to ferment wines of a quality that meets today's
requirements. The outstanding performance of these strains in our experiments
demonstrates that they have not lost their oenological properties during more
than 10 decades of artificial strain culture. This confirms a previous theory that
strains lose good fermentability during prolonged breeding and strain
maintenance under non-selective conditions for improved fermentation
performance.

Exciting phylogenetic relationships were discovered. The rDNA analysis
clearly assigned all strains to S. cerevisiae, but their IDNA sequences were not

identical and they were divided into two groups (type I and type II). The
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concomitant presence of these differences may be a specific molecular marker of
an indigenous (sub)population of S. cerevisiae wine yeast strains from the
Central European geographical region. These strains appear to have been biotic
components of the autochthonous yeast.

Based on the results mentioned at the beginning of this chapter, we know
that the wine region is characterized by the presence of cryotolerant S. uvarum
strains and that the osmotolerant and fructophilic species C. zemplinina has been
isolated and described from the wine region. On the basis of these results, we
considered that the yeast species S. cerevisiae could be a fortunate pairing with
the two other species mentioned above in our multistarter culture. A total of 53
strains of the three species were analysed from a vinification point of view to
select 1 strain from each of them, which were used for trial fermentations in 4
vintages.

In all vintages, the batches inoculated with our multistarter culture have
fermented smoothly and dynamically. The sensory evaluation and the results of
our classical and instrumental analytical tests show that the starter culture we
have created has allowed us to ferment wines of excellent quality, safely and
reproducibly.

We would like to pay tribute to the results achieved by Soés and Asvany
and will continue this exciting line of research, because the results presented in
this thesis are only the first steps towards providing winemakers in the Tokaj
Wine Region with an effective solution to improve the quality of their products.
The development of special starter cultures for the fermentation of Tokaji wine
specialities, late harvest sweet wines, which are extremely osmotic challenging,

and aszu still awaits us.
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9. Koszonetnyilvanitas

Ko6szonom Dr. Sipiczki Matyas témavezetomnek, hogy lehetdséget,
teret €s 1dot biztositott doktori munkadm elvégzéséhez, valamint hasznos
tandcsaival segitette és iranyitotta munkamat. Kdszonettel tartozom Géalné
Dr. Miklés Idanak a Genetikai és Alkalmazott Mikrobiologiai Tanszék
Tanszékvezetdjének ¢és valamennyi Munkatarsanak, valamint a Tokaji
Sz6lészeti és Boraszati Kutatointézet Munkatarsainak a segitségért. A Tokaj
Keresked6haz Zrt. (ma Grand Tokaj Zrt.) vezetdségének, hogy teret engedtek
a kisérleteinknek. Kiilon koszondm Dr. Antunovics Zsuzsanak a
kariotipizalasokat, Dr. Pfliegler Walternek az ujjlenyomat moédszerekben
nyUjtott segitségét, Kovacs Anitanak a technikusi tdmogatast és Dr Oros
Gyulanak a statisztikaban nyujtott timogatasat. Tovabba Dr. Péter Gabornak
a Mezbgazdasagi ¢s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményének a

vezetdjének, hogy rendelkezésiinkre bocsajtotta a Tokaj torzseket.

Végiil, de nem utolsé sorban koszonom Csaladomnak a kitartd tamogatést.
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11. Mellékletek

1. tablazat: A Tokaj torzsek sejtmorfologidja és mérete (n=10).

Torzs
10-1343 (T1)

10-1344 (T2)
10-1345 (T4)
10-1346 (T5)

10-1347 (T7)
10-1348 (T8)
10-1349 (T9)
10-1350
(T10)
10-1351
(T11)
10-1352
(T12)
10-1353
(T13)
10-1354
(T15)
10-1355
(T18)
10-1356
(T19)
10-1357
(T21)
10-1358
(T22)
10-1359

sejtmorfologia

ovalis
hosszukas
ovalis
gombolyl
ovalis
gémbolyl
ovalis
gombolyli
ovalis
ovalis
ovalis
ovalis
ovalis
ovalis
ovalis
ovalis
ovalis

ovalis

kis sejt
nagy sejt

kis sejt
nagy sejt

164

hosszabb oldal
um
4,7+0,4
6,6+0,2
13,7£1,9
5,4+0,3
4,9+0,5
4,4+0,1
6,8+0,4
6,1+0,2
7,8+0,4
5.4+0,3

6,2+0,1
6,6%0,5
8,4+0,6
5,6+0,2
7,620,4
7,7+0,1
6,8+0,3
6,8+0,5

6,2+0,4
7,2+0,5

rovidebb oldal
um
3,7+0,4
5,1+£0,4
4,1+0,2
4,0+0,2
5,3+£0,5
3,6+0,1
5,7+0,2
6,1+0,4
6,3+0,3
5,2+0,1

5,0+0,3
5,1+0,4
5,8+0,7
5,340,1
4,8+0,2
5,140,6
4,7+0,5
5,040,3

4,3+0,2
5,5+0,7



2. tablazat: A Tokaj torzsek szekvenciainak akkcesszids szamai.

Azonosito

10-1343 (T1)
10-1344 (T2)
10-1345 (T4)
10-1346 (T5)
10-1347 (T7)
10-1348 (T8)
10-1349 (T9)
10-1350 (T10)
10-1351 (T11)
10-1352 (T12)
10-1353 (T13)
10-1354 (T15)
10-1355 (T18)
10-1356 (T19)
10-1357 (T21)
10-1358 (T22)
10-1359

Akkcesszids szam

D1/D2

KF560467
KF560468
KF560469
MF062690
KF560470
KF560471
KF560472
KF560473
KF582940
KF582939
KF582938
KF582937
KF582936
MF062691
MF062692
MF078469
MF078470

ITS1-5.8S-

ITS2

MF150087
MF150088
MF150089

MF169657
MF169658

MF169659
MF276987
MF276988
MF276989
MF375632
MF375633
MF375634

Egyezés % a CBS
1175 S. cerevisiae
ITS1-5.8S-ITS2
szekvenciajaval
(KY105073.1)
99,25
99,50
98,76

98,76
98,76

99,25
99,25
99,25
99,13
99,50
99,37
99,13

1. dbra: Példa az ozmotolerancia és az asszimilacids vizsgalatok gyenge (W)

novekedésére. Bal oldali telep +, jobb oldali gyenge (W)
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2. ébra: A C. zemplinina 10-374 torzsének versenyképességének vizsgalata
a S. cerevisiae 10-489 és S. uvarum 10-486 torzsekkel szemben kiilonb6z6

Osszetételll tapfolyadékokban.

9 6ra 1.minta

245 6ra 1.minta

1

1

1 1 1 1
374 C.z. | 489 S.c. 374 C.z. 489 S.c
52 48 55 45

100% - 100% -

80% 80% -
60% - magg | 60% - ®489S.c

40% - Sc. | 40% -
m374Cz.

20% - 20% -

0% - 0% -

9 6ra 2. minta

245 6ra 2. minta

1 1 1 1
374 C.z. | 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
47 53 23 77
100% - 100% -
80% - 80% -
W 486
0, A 0, |
60% S.u. 60% W 486 S.u.
40% - 40%
m374 m374C.z.
20% - Cz. 20% -
0% - 0% -

166




9. 6ra 3.minta

245, 6ra 3.minta

1 1 1 1 1 1
489 S.c. [486 S.u. [374 C.z. | 489 S.c. | 486 S.u. | 374 C.z.
33 35 32 40 38 22

100% - 100% -

80% - 80% -
60% m374Cz. | ooy - u374Caz.
40% - m486S.u. | 40% - M 486 S.u.
20% - m489Sc. | 20% - 489 S.c.

0% - 0% -

1

9 6ra 4.minta

245 Ora 4. minta

1 2 1 2
374 C.z. | 489 S.c. | 374 C.z. | 489 S.c.
42 58 29 71

100% - 100% -
80% - 80% -
60% - w489 0% - w489
S.c. S.c.
40% - 40% -
374
20% - 20% - .
0% - 0% -

1

1

9 6ra 5. minta

245 6ra 5. minta

1 2 1 2
374 C.z. |486S.u. | 374 C.z. | 486 S.u.
34 66 18 82
100% - 100% -
80% - 80% -
60% - W 486 60% - w486
S.u. S.u.
40% - 40% -

. m 374 . m374
20% - C.z. 20% - C.z.
0% - 0% -

1 1

167




9 6ra 6. minta

245 6ra 6. minta

2 1 2 1
374 C.z. | 489 S.c. | 374 C.z. | 489 S.c.
72 28 60 40

100% - 100% -

80% - 80% -
60% m 489 60% w489
S.c. S.c.

40% - 40% -
. m374 . m374
20% - C.z. 20% - C.z.

0% - 0% -

9 6ra 7. minta

245 6ra 7. minta

2 1 2 1
374 C.z. | 486 S.u. | 374 C.z. | 486 S.u.
65 35 63 37

100% - 100% -

80% - 80% -
60% - W 486 60% - m 486
S.u. S.u.

40% - 40% -
. m374 . m374
20% - C.z. 20% C.z.

0% 0% -

168




9. 6ra 8.minta

245. Ora 8.minta

1 1 2 1 1 2
489 S.c. | 486 S.u. |374 C.z. [ 489 S.c. | 486 S.u. | 374 C.z.
18 20 62 25 26 49

100% - 100% -
80% - 80% -
60% - m374Caz. 60% - m374Caz.
40% - M 486 S.u. 40% - M 486 S.u.
20% - m 489 S.c. 20% - m 489 S.c.
0% - 0% -
1 1
9. 6ra 9.minta 245. 6ra 9.minta
2 2 1 2 2 1
489 S.c. | 486 S.u. | 374 C.z.| 489 S.c. | 486 S.u. | 374 C.z.
42 39 19 45 47 9
100% - 100% -
80% - 80% - m374Caz.
60% - 1374 60% -
10% Cz. 20% - M 486 S.u.
20% - =485 1 0% -
S.u. W 489 S.c.
0% - 0% -

169




9 6ra 10. minta

245 6ra 10. minta

1 4 1 4
374 C.z. | 489S.c. | 374 C.z. | 489 S.c.
22 79 20 80

100% - 100% -

80% - 80% -
60% m 486 60% m 489
S.u. S.c.

40% - 40% -
. w374 . m 374
20% - C.z. 20% - C.z.

0% - 0% -

1

1

9 6ra 11. minta

245 6ra 11. minta

1 4 1 4
374 C.z. | 486 S.u. | 374 C.z. | 486 S.u.
21 79 8 92

100% - 100% -
80% - 80% -
| |
60% - 486 | oo = 486
S.u. S.u.
40% - 40% -
. ®374 . =374
20% - cz. | 20% - Cz.
0% - 0% -

170




9 6ra 12. minta

245 6ra 12. minta

4 1 4 1
374 C.z. | 489 S.c. | 374 C.z. | 489 S.c.
78 22 74 26

100% - 100% -

80% - 80% -
60% - W 489 60% - w489
S.c. S.c.

40% - 40% -
. m374 o w374
20% - cz. | 20% 1 Cz.

0% - 0% -

9 6ra 13. minta

245 6ra 13. minta

4 1 4 1
374 C.z. | 486 S.u. | 374 C.z. | 486 S.u.
74 26 62 38

100% - 100% -

80% - 80% -
60% W 486 60% W 486
S.u. S.u.

40% - 40% -
. m374 . m 374
20% - C.z. 20% - C.z.

0% 0% -

171




9. ¢6ra 14.minta

245. 6ra 14.minta

1 1 4 1 1 4
489 S.c. | 486 S.u. | 374 C.z. | 489 S.c. | 486 S.u. | 374 C.z.
11 10 79 16 15 69

100% - 100% -
80% - 80% -
60% - m 374 C.z. 60% - m 374 C.z.
40% - W 486 S.u. 40% - W 486 S.u.
20% - m 489 S.c. 20% - m 489 S.c.
0% - 0% -
1 1
9 ora 15.minta 20% w/v | 245 o6ra 15.minta 20% w/v
gliikoz gliikoz
1 1 1
374
374 C.z. 489 S.c. C.z 489 S.c.
55,24 44,76 25 75
100% - 100% -
80% - 80% -
60% w489 60% w489
S.c. S.c.
40% - 40% -
. w374 w374
20% - C.z. 20% C.z.
0% - 0% -
1 1

172




9 6ra 16.minta 40% w/v

245 6ra 16.minta 40% w/v

gliikkoz gliikoz
1 1 1 1
374
374 C.z. 489 S.c. C.z. 489 S.c.
53 47 31 69
100% - 100% -
80% - 80% -
60% w489 60% m 489
S.c. S.c.
40% - 40%
. w374 . m374
20% - Cz. | 20% - Cz.
0% - 0% -
1

9 6ra 17. minta 20% w/v

245 6ra 17. minta 20% w/v

gliikoz gliikoz
1 1 1 1
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
56 44 16 84
100% - 100% -
80% - 80% -
. m 486 o |
60% 1 S.u. 60% W 486 S.u.
40% - 40% -
m374 m374Cz.
20% - ca. 20% -
0% - 0% -
1

173




9 6ra 18. minta 40% w/v

245 6ra 18. minta 40% w/v

gliikoz gliilkoz
1 1 1 1
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
49 51 12 88
100% - 100% -
80% - 80% -
. m 486 o |
60% 1 S.u. 60% M 486 S.u.
40% - 40% -
w374 m374Cz.
20% - . 20% -
0% - 0%
1

9 6ra 19.minta 20% w/v

245 6ra 19.minta 20% w/v

gliikoz Glikéz
1 2 1 2
374 C.z. 489 S.c. 374 C.z. 489 S.c.
36 64 13 87
100% - 100% -
80% - 80% -
. m 489 o |
60% 7 S.c. 60% m 489 S.c.
40% - 40% -
w374 m374Cz
20% - . 20% -
0% 0% -
1

174




9 6ra 20.minta 40% w/v

245 6ra 20.minta 40% w/v

gliikoz gliikoz
1 2 1 2
374 C.z. 489 S.c. 374 C.z. 489 S.c.
39 61 23 77
100% - 100% -
80% - 80% -
0% | ] gch 0% - W 489 S.c.
40% - 40% -
. m374 . m374
20% - C.z. 20% - C.z.
0% - 0% -
1 1
9 6ra 21. minta 20% w/v | 245 6ra 21. minta 20% w/v
gliikoz gliikoz
1 2 1 2
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
34 66 4 96
100% - 100% -
80% - 80% -
. 486 o |
60% 1 S.u. 60% m 486 S.u.
40% - 40% -
m 374 m 374 C.z.
20% - c 20% -
Z.
0% - 0% -
1 1

175




9 6ra 22. minta 40% w/v

245 6ra 22. minta 40% w/v

gliikoz gliilkoz
1 2 1 2
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
33 67 10 90
100% - 100% -
80% - 80% -
. m 486 o |
60% 1 S.u. 60% ™ 486 S.u.
40% - 40% -
w374 m374Caz.
20% - c 20% -
Z.
0% - 0% -

9 6ra 23. minta 20% w/v

245 6ra 23. minta 20% w/v

gliikoz gliikoz
2 1 2 1
374 C.z. 489 S.c. 374 C.z. 489 S.c.
64 36 45 55
100% - 100% -
80% - 80% -
. m 489 o |
60% 7 S.c. 60% m489S.c.
40% 40% -
m374 m374Cz
20% - c 20% -
Z.
0% 0% -




9 6ra 24. minta 40% w/v

245 6ra 24. minta 40% w/v

gliikéz likoz
2 1 2 1
374 C.z. 489 S.c. 374 C.z. 489 S.c.
65 35 52 48
100% - 100% -
80% - 80% -
o | m 489 o |
60% S.c. 60% m489S.c.
40% - 40% -
m 374 m374C.z.
20% - Cz. 20% -+
0% - 0% -
1

9 6ra 25. minta 20% w/v

245 6ra 25. minta 20% w/v

gliikoz glilkoz
2 1 2 1
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
61 39 25 75
100% - 100% -
80% - 80% -
o | w486 .
60% su. | 0% - 486 S.u.
40% - 40% -
m374 m 374 C.z.
20% - cz | 20% -
0% - 0% -
1

177




9 6ra 26. minta 40% w/v | 245 o6ra 26. minta 40% w/v
gliikoz gliik6z
2 1 2 1
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
64 36 25 75
100% - 100% -
80% - 80% -
o | w486 o |
60% S.u. 60% = 486 S.u.
40% - 40% -
m374 m374C.az.
20% - Ca 20% -
0% - 0% -
1 1
9 6ra 27. minta 20% w/v | 245 6ra 27. minta 20% w/v
gliikoz gliikoz
1 4 1 4
374 C.z. 489 S.c. 374 C.z. 489 S.c.
22 78 15 85
100% - 100% -
80% - 80% -
. w489 o |
60% 1 S.c. 60% m 489 S.c.
40% - 40% -
. m374 . m374Caz.
20% - Ca. 20% -
0% - 0% -
1 1

178




9 6ra 28. minta 40% w/v

245 ora 28. minta 40% w/v

gliikoz gliikoz
1 4 1 4
374 C.z. 489 S.c. 374 C.z. 489 S.c.
24 76 13 87
100% - 100% -
80% - 80% -
. m 489 o |
60% 1 S.c. 60% m 489 S.c.
40% - 40% -
w374 m374Caz
20% - . 20% -
0% - 0% -
1 1

9 6ra 29. minta 20% w/v

245 6ra 29. minta 20% w/v

gliikéz gliikoz
1 4 1 4
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
19 81 2 98
100% - 100% -
80% - 80% -
. m 486 o |
60% 1 S.u. 60% ™ 486 S.u.
40% - 40% -
m374 m374Caz
20% - c 20% -
2.
0% - 0% -

179




9 6ra 30. minta 40% w/v | 245 o6ra 30. minta 40% w/v
gliikoz gliilkoz
1 4 1 4
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
25 75 4 96
100% - 100% -
80% - 80% -
. m 486 o |
60% 1 S.u. 60% m 486 S.u.
40% - 40% -
m374 m374Cz.
20% - cg | 20% -
0% - 0% -
1 1
9 6ra 31. minta 20% w/v | 245 6ra 31. minta 20% w/v
gliikoz gliik6z
4 1 4 1
374 C.z. 489 S.C. 374 C.z. 489 S.C.
78 22 59 41
100% - 100% -
80% - 80% -
0 m 489 o |
60% 1 sc. | ©0% m4895.C.
40% - 40% -
m 374 m374C.z.
20% - Cz. 20% -
0% - 0% -
1 1

180




9 6ra 32. minta 40% w/v

245 6ra 32. minta 40% w/v

gliikoz gliik6z
4 1 4 1
374 C.z. 489 S.C. 374 C.z. 489 S.C.
82 18 70 30
100% - 100% -
80% - 80% -
. m 489 o |
60% 7 s.C. 60% m 489 S.C.
40% - 40% -
m374 m374Caz.
20% - Ca 20% -
0% - 0% -
1 1
9 6ra 33. minta 20% w/v | 245 6ra 33. minta 20% w/v
gliikoz gliikoz
4 1 4 1
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
76 24 37 63
100% - 100% -
80% - 80% -
. w486 o |
60% 1 S.u. 60% M 486 S.u.
40% - 40% -
m374 m374C.z.
20% - Ca. 20% -
0% - 0% -
1 1

181




9 6ra 34. minta 40% w/v

245 6ra 34. minta 40% w/v

gliikoz gliilkoz
4 1 4 1
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
82 18 44 56
100% - 100% -
80% - 80% -
. 486 o |
60% 1 S.u. 60% m 486 S.u.
40% - 40% -
m374 m374C.z.
20% - Cz. 20% -
0% - 0% -
1 1
9 ora 35.minta 8% v/v | 245 6ra 35.minta 8% v/v
etanol etanol
1 1 1 1
374 C.z. 489 S.c. 374 C.z. 489 S.c.
48 52 24 76
100% - 100% -
80% - 80% -
60% W 489 60% - m 489
S.c. S.c.
40% - 40% -
. w374 . m 374
20% 7 cz. | 0% Cz
0% - 0% -
1 1

182




9 6ra 36. minta 8% v/v

245 Ora 36. minta 8% v/v

etanol etanol
1 1 1 1
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.

55 45 17 83
100% - 100% -

80% - 80% -

. " 486 o | " 486
60% 1 S.u. 60% S.u.
40% - 40% -

m374 m 374 C.z.
20% - 20% -
C.z.
0% - 0% -
1 1
9 6ra 38.minta 8% v/v | 245 6ra 38.minta 8% v/v
etanol etanol
1 2 1 2
374 C.z. 489 S.c. 374 C.z. 489 S.c.

27 73 25 75

100% - 100% -

80% - 80% -

60% w489 60% w489
S.c. S.c.

40% - 40% -

. m374 . w374
20% - C.z. 20% - C.z

0% - 0% -

1 1

183




9 6ra 39. minta 8% v/v

245 6ra 39. minta 8% v/v

etanol etanol
1 2 1 2
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.

32 68 7 93
100% - 100% -

80% - 80% -

. w486 o | " 486
60% 1 S.u. 60% S.u.
40% - 40% -

m374 . m374
20% - cz | 20% - Cz.

0% - 0% -
1 1
9 6ra 40. minta 8% v/v | 245 6ra 40. minta 8% v/v
etanol etanol
2 1 2 1

374 C.z. 489 S.c. 374 C.z. 489 S.c.

69 31 36 64

100% - 100% -
80% - 80% -
£0% - ] :si9 0% - m 489 S.c.
40% - 40% -

. m374 . m374
20% - cz | 20% - cz.

0% - 0% -

1 1
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9 6ra 41. minta 8% v/v

245 6ra 41. minta 8% v/v

etanol etanol
2 1 2 1
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
68 32 13 87
100% - 100% -
80% - 80% -
. m 486 o |
60% 1 S.u. 60% W 486 S.u.
40% - 40% -
m374 m374Caz.
20% - C 20% -
Z.
0% - 0% -
1 1

9 6ra 42. minta 8% v/v

245 6ra 42. minta 8% v/v

etanol etanol
1 4 1 4
374 C.z. 489 S.c. 374 C.z. 489 S.c.
23 77 10 90
100% - 100% -
80% - 80% -
\ w489 o |
60% S.c. 60% M489 S.c.
40% - 40% -
m 374 m 374 C.z.
20% - Cz. 20% -
0% - 0% -
1 1




9 6ra 43. minta 8% v/v

245 6ra 43. minta 8% v/v

etanol etanol
1 4 1 4
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
19 81 5 98
100% - 100% -
80% - 80% -

. m 486 o |
60% 1 S.u. 60% m 486 S.u.
40% - 40% -

m374 m374C.z.
20% - Cz. 20% -
0% - 0% -
1 1
9 6ra 44. minta 8% v/v | 245 6ra 44. minta 8% v/v
etanol etanol
4 1 4 1
374 C.z. | 489 S.C. 374 C.z. 489 S.C.
79 21 42 58
100% - 100% -
80% - 80% -

. " 489 o | 489
60% 1 s.C. 60% S.C.
40% 1 40% 1 m374C
20% m 374 20% .Z.

C.z.
0% - 0% -
1 1
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9 6ra 45. minta 8% v/v

245 6ra 45. minta 8% v/v

etanol etanol
4 1 4 1
374 C.z. 486 S.u. 374 C.z. 486 S.u.
82 18 8 92
100% - 100% -
80% - 80% -
60% - W 486 60% - w486
S.u. S.u.
40% - 40% -
. m374 . m 374 C.z.
20% - cz | 20% -
0% - 0% -
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Etil palmitst ——————————
e
Dietil-etilboronst TEENNNESS===———=——

Amil-acetst T —

0,00E+00 5,00E+05 1,00E+06 1,50E+06 2,00E+06 2,50E+06 3,00E+06

B 486+489+374 4tlag B CRU31 atlag relativ koncentracié (gorbe alatti terilet)

3, 4 és 5. abra: Az aromakomponensek relativ koncentracidja a kereskedelmi starterkulturaval

(CRU31) és a sajat multistarter kulturankkal erjesztett borokban CRU31: n=4, 486+489+374: n=>5
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Etil-boronsav

Etil-butirat

1,1-Dietoxi-2-metilpropan

Etil-oktanoat

Etil-hexanoat

(S)-(-)-2-Metilbutanol

ismeretlen

Izoamil-acetat

Izoamil-alkohol

-

Etil-acetat
0,00E+00 5,00E+08 1,00E+09 1,50E+09 2,00E+09
W 486+489+374 4tlag W CRU31 atlag relativ koncentracid (goérbe alatti teriilet)
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Etil-laurat
Dekansav
Jondn
Ismeretlen
Dietil-szukcinat
Kaprilsav
2-feniletanol
Hexil-acetat
Kapronsav
2-metil-butil-acetat
1-Hexanol
Trietil-borat
Izobutil-acetat
Etil-izobutirdt
Etil-propionat
Ecetsav
Propanol
Etil-dekanodt

L

w"

0,00E+00 5,00E+06 1,00E+07 1,50E+07 2,00E+07 2,50E+07 3,00E+07 3,50E+07 4,00E+07
relativ koncentracio (gorbe alatti terilet)

M 486+489+374 &tlag
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