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1. Célkitiuzés

l: Célunk volt az Ampelologiai Intézet kutatéi altal a Tokaji
borvidékrél begylijtott Tokaj torzsek eddig publikdlt tulajdonsdgainak
Osszegylijtése, pontos taxondémiai meghatarozasa €s fiziologiai tulajdonsaguk
ujraértékelése.

Az izolatumok pontos, DNS alapti taxonémiai meghatdrozasa, mivel azt
izolalasukkor a kor technikai ismerete nem tette lehetdvé. Fel szerettiik volna
térképezni a torzsek fiziologiai €s genetikai diverzitasat, illetve ezek lehetséges
kapcsolatat. Illetve kivancsiak voltunk, hogy a tobb mint 100 éven keresztiil tartd
mesterséges torzsfenntartds miként befolydsolhatta a torzsek boraszati
tulajdonsagait, hogy ennyi id6 utdn alkalmasak-e borok kierjesztésére, esetleg
borészati starterkulturaként felhasznalhatoak-e?

2: Az Ampeloldgiai Intézet kutatéi altal a Tokaji borvidékrol
begylijtott Tokaj torzsek erjesztési képességének vizsgalata mikrovinifikacios
kortilmények kozott.

A torzsgyljteményekben  tartott  tOrzseket ritkan  hasznaljak
starterkultiraként, mivel a természetes populaciok valodi sokféleségének csak kis
toredékét keépviselik, €s altalaban rosszul teljesitenek a boraszati erjesztésben.
Alacsonyabb hatékonysaguk feltételezhetden a jo erjesztési képességek elvesztése
miatt kovetkezik be, ami a jobb erjesztési teljesitményre iranyuld nem szelektiv
koriilmények kozott torténd hosszan tartd tenyésztés eredménye, de ezt a
hipotézist alatdmaszto szilard kisérleti bizonyitékokat még eddig nem mutattak be

(Pizzaro és Mtsi., 2007).



3: Helyi szelektalast multistarter kultura fejlesztése

Egy optimalisan lezajlott spontan erjedéssel elkésziilt bor aroma
komplexitasa gazdagabb, mint egy olyan bornak, amit egy faj tisztatenyészetével
oltottak be, erjesztettek ki. Ez annak tudhat6 be, hogy a spontdn erjedést végzo
mikroba populacié gazdag fajszamu, aminek az 6sszetételeidoben dinamikusan
valtozik az alkot6 fajok ozmotoleranciajuk, tapanyagigényiik ¢és alkohol
tolerancidjuk fiiggvényében. A kiillonbozo élesztéfajok az alkoholos erjedés soran
eltérd metabolitokat, in fermentativ aromakat hoznak létre, amik gazdagitjak a
bor aroma 0sszetételét. Ezt a jelenséget modellezvén a starterkultirakat gyarto és
forgalmaz6 cégek felfigyeltek a nem-Saccharomyces fajokban rejld lehetdségekre
€s a Saccharomyces cerevisiae €lesztd0 mellé egyéb vad élesztoket javasolnak
egylittes-, vagy egymast koveto- beoltdshoz, hogy azok eltéréd fermentativ
aromakomponenseikkel gazdagitsak a bort.

Ezért a Tokaji borvidékre jellemzd borélesztd fajokat feltérképezve
kivalasztottunk két masik €lesztéfajt a Saccharomyces uvarum-ot és a Candida
zemplinina-t. A torzseik boraszati tulajdonsagait megvizsgaltuk, hogy alkalmasak
lehetnek-e helyi szelektalasu, kevert starterkultirdk létrehozasahoz annak
érdekében, hogy a borok termdhelyére jellemzd érzékszervi tulajdonsagait
méginkabb fokozzak. Ezzel ki lehetne valtani a kiilfoldi borvidékekrdl szarmazo

kereskedelmi starterkultirak alkalmazasat a helyi bortermeldknek.



2. Irodalmi attekintés

A boraszati fajélesztok és az iranyitott erjesztés

A szoldiiltetvényeken és magan a sz616 bogyon szamtalan mikroorganizmus
megtalalhat6. Viszont csekély azoknak a szama, amik ha belekeriilnek a
feldolgozas soran a mustba, abban szaporodni, tartésan talélni képesek. A must
alacsony pH ¢értéke (pH 3,0-3,8) erds szelekcidos nyomadst gyakorol a
mikroorganizmusokra (Heard és Fleet, 1988). Amint az élesztok megkezdik
anaerob energiatermeld anyagcseréjliket etilalkohol keletkezik, ami toxikus volta
miatt tovabb fogja szlikiteni a borban életképes mikrobak mennyiségét (Eperjesi
¢s Mtsi.,, 1998). Az ¢lesztégombak a bor legfontosabb mikroorganizmusai,

egyszerl eukariota szervezetek.

Azok az ¢lesztok, amik a sz6lébogyd feliiletén beérkeznek a boraszati
lizembe, vagy a feldolgoz6 gépeken megtelepedtek képesek arra, hogy az erjedést
beinditsak, illetve megfeleld koriilmények kozott véghez is vigyék azt. A folyamat
soran tapanyagigényiik és a képzddott alkohollal szembeni toleranciajuk
fliggvényében a fajok egy folyamatosan véltozo, diverz populaciot alkotnak (Fleet
¢és Heard, 1993). Ez a folyamat a spontéan erjedés. Az erjedésben résztvevo szdmos
¢lesztéfajnak €s azok enzimeinek kdszonhetden a bor gazdag aromakomplexitasra
tesz szert, mivel kiilonb6z6 élesztok eltér0 szekunder metabolitokat,
aromakomponenseket termelnek a fermentacido soran (Charoenchai és Mtsi.,
1997). Nem megfeleld mindségli alapanyag feldolgozasa miatt, illetve helytelen
borészati technoldgiai alkalmazéasa esetén eléfordulhat, hogy a spontan erjedés
lelassulhat, sz¢lsOséges esetben teljesen elakadhat, vagy olyan erjedési problémak

1éphetnek fel, amik kellemetlen izii, illati aromak megjelenésével jarhatnak.



A Hanseniaspora nemzetség tagjai az uralkodok a sz616bogyo feliiletén, a
teljes ¢élesztd populacid 50-75%-at is kitehetik (Fugelsang és Edwards, 2007). A
Candida-kal egyiitt 6k dominalnak a spontdn erjedés kezdeti szakaszaban, Oket
kovetik a Cryptococcus, Kluyveromyces, Meschnikowia és Pichia fajok egészen
addig a fazisig, amig a képzddott alkohol koncentracié el nem éri a 3-4 v/v%-ot
(Fleet, 1993). Az erjedés utols6 szakaszaban mar alkohol tolerans fajokat talalunk,
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 fermentacié egész folyamata alatt, sot a mar elkésziilt borban is (Martini €s

Martini, 1990).

Az élesztok boraszati szempontbol lehetnek kedvezd és karos, romlast
okozo hatdsuak. Szamos kornyezeti tényezd befolyadsolja az élesztépopulacid
Osszetételét a spontan erjedés folyaman, emiatt is a nem iranyitottan erjedt borok

mindsége évjaratonként eltérd lesz.

Ilyen tényezOk a szOlofajta, hdmérséklet, csapadék és egyeb iddjarasi
hatdsok, a talaj, a megtermékenyités, az 6ntdz¢es, a fitotechnikai €s novényvédelmi
miiveletek, a ndvénypatogén gombak, rovarok és madarak altal okozott fizikai
sebzések. Tovabba a sziireteld eszk6zokon, ladakon és a beszallitdé konténercken
i1s megtalalhatoak az élesztOk, amik a szoldvel érintkezve maris mikrobioldgiai
aktivitasba kezdenek még mieldtt a sz616 a feldolgozo tizembe beérkezhetett volna
(Fleet 2007). Ezért fontos a kiméletes sziiret és a gyors, lehetdleg hiitott
beszallitas. Ezeken feliil tovabb modosithatjadk az élesztokozosség Osszetételét
majd az iizemek higiénés viszonyai, a must kezelése, tisztitdsa, kénezése és az

esetleges beoltasok.



Szamos boraszat attdl fiiggetlentil, hogy a spontan erjedés hosszabb ideig
tart és a kimenetele is bizonytalanabb mégis vallaljak a kockazatot az egyedi
jellegli borok reményében. Ugy gondoljak, hogy a spontian fermenticidban
résztvevO valtozatos ¢€lesztépopulaciok tobb glicerint és egyéb aroma
komponenseket termelnek, amiktdl a bor ize kerekebb, gazdagabb lesz (Romano
€s Mtsi., 1992; Schiitz és Gafner 1993; Lema és Mtsi., 1996; Egli és Mtsi., 1998).
Tovabbi eldnyt jelenthet a zajos erjedést megel6zd hosszabb lag fazis, mely soran
az oxigén reakcioba léphet az antocianinokkal és mas fenolokkal még etanol
hidnyaban, ami fokozza a szinstabilitast a vorosborokban. A nagylizemi
boraszatok, ahol kovetelmény az allandd magas és reprodukalhaté6 mindség, nem

engedhetnek meg effajta kockazatot.

A magas mindségli borok készitésének igénye megkovetelte a borélesztok
mélyrehatobb kutatasat. Felismerték, hogy reprodukalhatd, magas mindséget csak
ugy ¢érhetnek el, ha kivalé boraszati tulajdonsidgokkal rendelkezd élesztok
tisztatenyészetével, Un. starterkultirdval (aktiv szaritott éleszté formédjaban)
végzik az alkoholos erjedést. Ez a gyakorlat, amely az 1970-es években alakult ki,
leroviditi a lag fazist, biztositja a must gyors ¢és teljes erjedését, és hozzajarul a
sokkal jobban reprodukalhat6 végtermék eldallitasahoz (Bauer €s Pretorius,

2000).
A Saccharomyces-ek boraszati alkalmazasa

Napjainkban a mustok szaritott ¢€lesztd kulturakkal (,,starter”) valo
beoltasaval a fermentacio felgyorsitasat, az erjedési folyamatok ellendrizhetdvé
tételét és befolyasolhatosagat érte el a biotechnologia (Bauer és Pretorius, 2000).
A boraszati starterkultirdk kiilonbozo élesztotorzsek egy sejt tenyészetei,

amelyeket kiilonb6zé borvidékek mustjaibol, boraibdl szelektaltak kivalo



boraszati tulajdonsagaik alapjan. Ezek a kultirdk a mustba oltva gyorsan és
biztonsagosan véghezviszik az alkoholos erjedést, tehat az irdnyitott erjesztés
alapvetd eszkdzének tekinthetok. Amellett, hogy az élesztd elsddleges szerepet
tolt be a glikoz ¢és fruktdoz hatékony atalakitasaban alkoholra kellemetlen
mellékizek termelése nélkiil, a mai boraszok a specialis tulajdonsagok széles
skalajaval rendelkezd torzseket igényelnek, amelyeket az elkészitendd bor
stilusanak, valamint a boraszati lizem miiszaki kdvetelményeinek megfeleléen

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

- 6 alkoholtolerancia

- magas ozmotolerancia

- alacsony hdmérséklet optimum
- jO kénessav tolerancia

- alacsony szulfit lek6td képesség
- mérséekelt habképzés

- tomor liledek képzése

- magas glicerin termelés

- alacsony illésav termelés

- alacsony acetaldehid termelés

- minimalis kénhidrogén termelés
- alacsony karbamid képzés

- alacsony biogén amin termelés
- alacsony ethyl karbamat képzés
- magas genetikai stabilitas

- ellen alljon a szaritasnak

- proteolitikus aktivitassal rendelkezzen
- béta-gliiko6zidaz 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 starterkultirak alkalmazdsa nem
feltétleniil gatolja meg a vad S. cerevisiae torzsek, vagy a nem- Saccharomyces
élesztdk novekedését és metabolikus aktivitdsat. Altalanosan elfogadott, hogy
mind a spontan, mind a beoltott bor erjedését befolyasolja a szdldiiltetvényhez és

a boraszathoz kapcsolodo élesztok sokfélesége.

A vilag kiilonb6z6 bortermeld régidiban az élesztdk bioldgiai
diverzitdsanak gazdagsdga a bordszati potencidl szempontjabél még mindig
nagyrészt kihasznalatlan. Mivel egyre tobb ismeretiink van a kiilonb6z6 fajok
fiziologiai tulajdonsagardl, felismerték az abban rejlé lehetdségeket, hogy a S.
cerevisiae torzsek ¢és a nem-Saccharomyces fajok keverékeit alkalmazzak
starterkultaranak (Jolly €s Mtsi., 2014). Ezzel modellezve €s 6tvozve a spontan
erjedés eldnyos tulajdonsagat (Egli és Mtsi 1998; Garcia-Rios és Mtsi., 2014).
Ezzel egyidében igény tamadt az adott borvidéknek, akar diildnek és pincészetnek

egyedileg megfeleld torzsek szelektalasara és starterkultirava nemesitésére.



A Candida zemplinina (Starmerella bacillaris) jellemz6i

rrrrr

2004) szamos torzset izoldlt a botrytizalt mustok erjedése kozben, melyeket
klasszikus taxondmiai médszerekkel 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
morfoldgidjukban is eltértek a C. stellata-t6l. Az eredmények alapjan leirtdk a C.
zemplinina, mint egy Uj ozmo- ¢és pszichotolerans, fruktofil és acidogén
¢lesztdfajt, amely nagyfoku hasonlosadgot mutat a Candida stellata-val. A tovabbi
vizsgalatok alapjan megallapitottak, hogy a C. zemplinina képes novekedni olyan
magas gliikoz koncentracio mellett is, mely mar gatolta a C. stellata-t és a S.
cerevisiae-t is. A C. zemplinina alacsony hdmérsékleten gyorsabban képes
novekedni, 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 alkoholtlirésével, igy nem
szamitanak igazi konkurencidnak az erjedés soran. A fentebb emlitett
tulajdonsagai miatt a kozelmultben egyre tobben tartjak potencionalis hasznos
¢lesztonek Sacharomyces élesztok beoltasa mellé a borok Osszetettségének
javitasa és sajatos jellemzdinek kiemelése érdekében (Tofalo és Mtsi., 2009,

2012).



3. Modszerek

A torzsek molekularis taxonomiai meghatarozasa

Az rRNS-eket kodold szakaszok amplifikdldsa polimerdz lancreakcioval és a
szekvencia analizise

A pontos molekularis taxonomiai meghatarozdshoz két konzervativ

régionak, az ITS1-5.8S rRNS-ITS4 és a 26S rRNS nagy alegység (LSU) D1/D2

doménjét kodolo régioknak a szekvencia analizisét hasznaltuk fel. (White és Mtsi.,

1990) (O’Donnell, 1993)

A kapott PCR termékek Microsynth cég bécsi laboratoriumaba kiildtiik
szekvenalasra. A szekvenciak taxondmiai hovatartozdsdnak vizsgalata érdekében
elészor altalanos hasonlosagkeresést végeztiink az NCBI GenBank adatbazisaban
ahozza kapcsolt BLAST szolgaltatas segitségével. A leghasonlobb talalatok
alapjan valosziniisithet6 volt, hogy melyik fajhoz tartozhatott a szekvencia. Ennek
egyértelmiivé tétele érdekében a szekvenciat Osszehasonlitottuk a faj
tipustorzsének szekvencidjaval, amit a CBS adatbazisbol toltottiink le
(http://www.cbs.knaw.nl/Collections/Biolomics.aspx?Table=CBS%?20strain%20d

atabase).

PCR-ujjlenyomat modszerek

Az alabbi RAPD ¢és mikroszatellit primereket hasznaltuk:

primer 24 (Baleiras Couto Mtsi., 1996), primer RF2 (Paffetti és Mtsi., 1995), és
(GTG)s ((Lieckfeldt és Mtsi., 1993), 1283 (Akopyanz et al., 1992). Az interdelta
genotipizalast (3-PCR) Legras és Karst (2003) protokollja alapjan kiviteleztiik. 6-


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S094450131300147X#bib0005

PCR reakcidkat két kombinacioban végeztiik el: deltal-2 és delta 12-2, Pfliegler és
Mtsi 2014 szerint.

A sdvmintazatokbol binaris matrixot hoztunk 1étre, amibdl tavolsagmatrixot
szamoltunk a Dice koefficiens alapjan, majd az UPGMA algoritmussal
dendrogrammot készitettiink a http://genomes.urv.es/UPGMA/ szolgaltatas
(Garcia-Vallvé és Mtsi., 1999) felhasznaldsaval. A két interdelta és a harom
RAPD/mikroszatellita analizis eredményeit kombindltuk, hogy két még

részletesebb dendrogramot kapjunk.

Elektroforetikus kariotipizalas

A kariotipizalast Karanyicz és Mtsi., 2017 protokollja alapjan végeztiik el.

Vizsgaltuk a kromoszomakat képviseld sdvok szamat és méretét. A torzsek

kariotipusait UPGMA analizissel hasonlitottuk dssze .

Mitokondrialis DNS (mtDNS) kivonésa €s restrikcios analizise.
A mtDNS-t exponencidlis fazisban levd tenyészetbdl vontuk ki Defontaine és Mtsi.

(1991) protokollja alapjan.

A kapott fragmenseket 0,7% w/v-os agarozgélben 0,5x TBE-ben

valasztottuk el, majd transziluminatorban vizualizaltuk.
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A torzsek fiziologiai vizsgalata

Makro- ¢s mikromorfologiai vizsgalatok

A makromorfologiai vizsgalatok soran megfigyeltiik a vizsgalt élesztételepek
formajat, nagysagat, szinét, allagat, felszinét, strukturajat és korvonalat. A
mikromorfologiai vizsgalat soran megfigyeltiikk az élesztOsejtek méretét, alakjat,

sarjképzését faziskontraszt mikroszkdpos vizsgalattal 400X nagyitason.

Novekedési és asszimilacios vizsgalatok

A konvenciondlis élesztofaj-meghatarozasi modszereket Kreger van-Rij és
Barnett leirasai alapjan végeztiik el (Kreger van-Rij 1984, Barnett és Mtsi., 1990).
Az asszimiléacios vizsgalatok altal megallapithatjuk, hogy az izolalt, kiilonb6z6
¢lesztétorzsek anyagesere folyamataik soran milyen szén- és nitrogénforrast

képesek felhasznalni.

Sporulacios képesség meghatarozasa

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

mikroszkopban 400X nagyitdson megfigyeltiik a sporazasi képességiiket.

A torzsek kénhidrogéntermeld képessége
A kénhidrogéntermeld képességet két kiillonb6z6é modszerrel hataroztuk

meg. A kénhidrogén termelés meghatirozasa Nickerson (BiGGY) agar-on
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(DIFCO) tortént Nickerson WJ. 1953 cikke alapjan. A torzsek kénhidrogén termeld
képességét Linderholm (Linderholm ¢és Mtsi, 2008) modszere alapjan is

meghataroztuk fermentacios koriilmények kozott.

A torzsek savtermel6 képessége
A torzsek savtermelési képességét Custer féle krétas agaron vizsgaltuk meg
(Belarbi és Lemaresquier, 1994). Vizsgéltuk a savtermelés esetében képzddott

feloldasi zonat.

Killer aktivitas vizsgalata

A killer aktivitast Woods €és Bevan (1968) publikacidja szerint vizsgaltuk.

Ozmotikus tolerancia vizsgalata
Az ozmotikus koriilmények torzsek novekedésére gyakorolt hatasat 2, 20,
30, 40, 50 és 60% w/v gliikoz tartalmu YPGA taptalajon és YPGL tapfolyadékban

vizsgaltuk.

A C. zemplinina versenyképességének vizsgalata a kevert starterkultirakban
A vizsgalathoz modositott YPL tapfolyadékokat készitettiink, melyekben

20% w/v és 40% w/v gliikdz tartalmat, valamint 8v/v% etanol végkoncentraciot és
kiilonboz6 leoltdsi ardnyokat allitottunk be. A fajok elkiilonitését a sejtek mérete
alapjan végeztik. A S. cerevisiae és S. uvarum torzsek megkiilonboztetéséhez

sz¢élesztettiik a mintdkat komplett YPGA taplemezre, majd random 100-100 telepet
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izolaltunk. Az izolatumokat 37 °C-os termosztatba tettiik 3 napon keresztiil. A S.
cerevisiae képes ezen a homérsékleten novekedni, mig a S. uvarum nem, igy

megallapitottuk, hogy milyen aranyban ndtték til egymast a torzsek.

Mikrovinifikacios kisérletek

Mikrovinifikacid a Sods és Asvany altal izolalt Tokaj torzsek vizsgalatahoz:

Az 6sszes Tokaj torzs vizsgalatdhoz 50 ml autoklavozott Tarcalon sziiretelt
Sargamuskotaly szOl6bdl préselt mustot (204.3 g/l cukortartalom, 6.38 g/l
beoltottunk majd 12 °C-s termosztitban 30 napon keresztiil inkubaltunk. Az
erjedést két parhuzamos kisérletben vizsgaltuk. A cukor-, glikoz-, fruktdz-, és
alkoholtartalom minden 5. napon meghatdrozésra keriilt. A 30. napon az erjedés
befejezddott és a borok maradék cukor-, glicerin-, végsd alkohol-, teljes sav és az
ill6sav-tartalma meghatarozasra keriilt Bruker Alpha FTIR spektrométer (Bruker

Optic GmbH, Germany) alkalmazaséval.

A 10-1347 (T7) és a 10-1358 (T22) torzsek tovabbi vizsgéalatdhozl liter
autoklavozott sargamuskotdly mustot (259,5 g/l cukor; 5,0 g/l sav; 3,69 pH)
beoltottunk 1gy, hogy a sejtszdm a végtérfogatra vonatkoztatva 5,0x10° sejt/ml
legyen, majd 12 °C-os termosztatba tettiik. Az erjedést két parhuzamos kisérletben
vizsgaltuk. Az erjedés dinamikajat a must cukortartalmanak a mérésével
detektaltuk. Az elkésziilt borok alap analitikai elemzését elvégeztiik a klaszikus
modszerekkel, mely soran meghataroztuk a kierjedt borok alkohol-, cukor-, sav-,

illosav tartalmat és pH értékeét.
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Mikrovinifikacié a multistarterhez fejlesztéshez kivalasztott torzsek vizsgalatdhoz

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, és 20 napos
probaerjesztést végeztiik két hdmérsékleten (12 °C és 25 °C).

Mivel Dboraszati szempontbol nagyon jelentdsek a bormindség
szempontjabol az ¢élesztok altal termelt fermentativ aromaanyagok, igy a
kivélasztott S. cerevisiae, S. uvarum és C. zemplinina torzsekkel probaerjesztést
végeztiink sargamuskotaly mustban. A kierjedt borokat organoleptikus elemzéssel

biraltuk 20 pontos rendszerben.

Féliizemi erjesztési kisérletek a multistarter fejlesztéséhez:

Az erjesztési kisérleteket 2010 és 2011 évben a Tokaj Keresked6haz Zrt.
boraszati lizemében, 2012 évben a Tokaji Sz6lészeti és Boraszati Kutatdintézetben
végeztik el. A 2012-ben kierjedt borokat 100 pontos birdlati rendszerben
értékeltiik. 2013-ban a Majoros pincészetnél allitottuk be az erjesztési kisérletet

fahordokban.
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Beoltas starter kultaraval

Mind a labor Iéptékii mind a féliizemi erjesztésnél folyékony taptalajban
(YPGL) felszaporitott ¢lesztd kultaraval tortént a beoltds. A térzsek felszaporitasa
25 °C-on tortént. A beoltast 5,0x10° sejt/ml végtérfogatra bedllitott
sejtkoncentracioval  végeztik. A  sejtszdmmeghatarozast Biirker-kamraval
végeztilk. A beoltasra hasznalt sejtszuszpenzidok térfogata a beoltandd must
mennyiségéhez aranyositva egyforma volt. A tiszta tenyészeteknél (10-374, 10-486
¢s 10-489) esetében 3/3, mig a kevert multistarter esetében 1/3 10-486 + 1/3 10-
489 + 1/3 10-374 térfogat egység volt.

Klasszikus boranalitikai vizsgalatok
A cukor-, alkohol-, sav-, illésav tartalom meghatarozasat klasszikus

analitikai modszerekkel a Nemzetkozi Szolészeti és Boraszati Szervezet (OIV) a
Bor és mustvizsgéalat nemzetkdzi modszereinek gyiijteménye (Master OIV.,2023)

szerint végeztiik el.

Miiszeres analitikai modszerek

A C. zemplinina torzsek vizsgélata soran az alkoholtermeld képességét a
meg, amihez a TDI Alcoquick 4000 infravords analizatort hasznaltuk. Az ecetsav
és almasav termelést a torzsek egyéjszakas tenyészetével beoltott YPGL
tapfolyadék fermentlevének analitikai mérésével TDI MiuraOne automata

boranalizatorral hataroztuk meg.
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A Sobs és Asvany altal izolalt torzsek vizsgalata soran a teljes cukor-
tartalom, teljes savtartalom, gliikoz-, frukt6z-, glicerin-, ecetsav-, €s alkohol
koncentracié Bruker Alpha FTIR spektrométer (Bruker Optic GmbH, Germany)

alkalmazaséaval keriilt meghatarozasra.

llékony  vegyiiletek  HS-GC-MS  elemzése  (gbéztéradagold  ¢€s

mintaelOkészitd, gdzkromatograf ¢s tomegspektrométer kapcsolt technika)

A borok illékony aromakomponenseinek meghatdrozasat Bruker Scion 436
gazkromatograffal —végeztik, amelyhez Bruker SQ tdmegspektrométert
kapcsoltunk. A tomegspektrumokat teljes pasztizdsi modban vettik fel. Az
illékony vegyiiletek azonositasa a National Institute of Standards and Technology
(NIST)  tomegspektrometriai  konyvtarabol — (2005-0s  verzid)  nyert

tomegspektrometriai adatokon alapult.
Organoleptikus biralat

A borok legelfogadottabb és legelismertebb mindségi értékelését
hagyomanyosan borszakértd emberekbdl allo bizottsagok végzik. A Nemzetkozi
Sz06lészeti és Boraszati Szervezet (OIV) 100 pontos modszere a legszélesebb
korben alkalmazott érzékszervi modszer a borok mindsitésére (OIV332a). Az OIV
modszer 6t eldre meghatarozott érzékszervi kategoriat hasznal, amelyek minden
bortipusra alkalmazhatdk, és igy képesek megkiilonboztetni a magas és alacsony
mindséget. A modszer egyszertisitett valtozata a 20 pontos biralati rendszer. A 20
pontos birdlat soran a bor szinét (fehérbornal 2, vordsborndl 4 pont adhatd),
tisztasagat (max. 2 pont), illatdt (max. 4 pont), iz, zamat, Osszbenyomasat

(fehérbornal 12, vorosbornal 10 pont) értékeljiik.
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4. Eredmények és megbeszélésiik

A régi tokaji izolatumok taxondmiai hovatartozasanak a meghatdrozasahoz a
modern éleszt-taxondmidban alkalmazott molekularis vizsgalatokat ¢s fiziologiai
vizsgalatokat végeztiink. A D1/D2 domének és az rDNS ITS régidinak a szekvencia
elemzése, tovabba a fiziologiai vizsgalatok alapjan mindegyik izolatum .
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).

Béar az rDNS-analizis az Osszes tOrzset egyértelmilien S. cerevisiae-hez
rendelte, az rDNS szekvencidik nem voltak azonosak, két csoportra oszlottak (I-
szegmens Ot helyen kiilonboztek a S. cerevisiae neotipus torzsétél. Szamos
Szlovékiaban és Ausztridban izolalt borélesztd torzs adatbazis szekvencidiban
ugyanezeket az eltéréseket talaltuk a neotipus torzzsel dsszahasonlitva. Mindezen
kiilonbségek egyidejli jelenléte a kozép-eurdopair foldrajzi régiora jellemzd
molekularis markere lehet. Ugy tiinik, hogy ezek a torzsek az autochtonikus élesztd
biota dsszetevoi, amelyek hosszi ideig fennmaradtak, a Tokaj-torzsek izolaldsanak
évei ota (1901-1906) és a két Szlovakiai torzs izalalasan keresztiil (1954) egészen
napjainkig (2017) amikor a két jégbor élesztd klont izolaltdk Szlovékiaban. A
mintdzat szérvanyos megjelenése bizonyos spanyol, egy francia és egy ausztral
borvidéken és kiilonb6z6 szubsztratokon a kdzép-eurodpai boraszatokbdl szarmazo
elterjedésnek tulajdonithato. A Il-tipusi torzsek ITS szekvenciajanak a
hasonldsdga a Jura-n izolalt hartya éleszték ITS szekvencidjaval (Charpentier és
Mtsi., 2009) szoros kapcsolatra utal a két csoport torzsei kozott. Tovabbi

kisérletekre van sziikség ennek a lehetdségnek az ellendrzéséhez, mivel a Jura
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torzsek esetében nem allnak rendelkezésre D1/D2 szekvencidk.

A kevésbé konzervalt molekularis markerek (interdelta, MSP, mitokondrialis
DNS ¢és kariotipus) 0Osszehasonlité elemzése sokkal nagyobb valtozatossagot
mutatott ki a torzsek kozott. Amikor az Osszes markert egyiittesen vessziik
figyelembe, a torzsek talnyomo tobbsége egyedi mintazattal rendelkezik, ami arra
utal, hogy a legtobb torzs egyedi genomszerkezettel rendelkezik. Ez aldl kivételek
az I-tipusu szekvencidval rendelkez6 torzspar, a 10-1354 (T15) /10-1355 (T18) és
a Il-tipust szekvenciaval rendelkezd torzs par, a 10-1347 (T7) /10-1349 (T9)
amelyek tagjai minden tesztben megkiilonboztethetetlenek voltak. Erdekes, hogy
egyik part sem izolaltak ugyanarrol a helyrdl, és ugyanabbol az évjaratbol. Ezen
azonossagoktodl eltekintve mind az 1., mind a II. tipusu toérzscsoportok valtozatosak
voltak, de figyelemre mélt6 modon jol elkiiloniilé 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) és a 10-1347 (T7) / 10-1349 (T9) torzsparok molekuladris mintainak
azonossaga arra utal, hogy genomjuk nem véltozott a laboratdriumi torzsfenttartas
évtizedei alatt. Ezzel szemben bizonyos torzsek, amelyeket ugyanazon a helyen és
évben izolaltak (példaul 1901-ben Tarcalban izoldlt 5 torzs), kiilonb6zo
molekularis mintdzattal rendelkeztek. Ezek a torzsek mar az izolalaskor is
kiilonbozhettek egymastol, de az is lehetséges, hogy ugyanabbol a klonbol
szarmaznak és csak késObb, a laboratoriumi koriilmények kozotti szaporitas soran
valtak el egymastol. A molekularis mintak 6sszehasonlitdsakor azonban szem elott
kell tartani, hogy az ujjlenyomat-mddszereknél a magas szintli reprodukalhatosag

érdekében minden torzsre pontosan azonos feltételeket kell alkalmazni minden
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reakcidban (pl. Pfliegler és Mtsi., 2014), és a sdvmintazatokban bekovetkezo kisebb
valtozasokat gyakran nehéz értékelni. Tovabba az interdelta elemzés soran
megfigyelt nagyobb diverzitds nem feltétleniil tiikrézi pontosan a tdrzsek
izolalasénak idején fenndlld diverzitast, mivel a kiillonbozo tartdsitdsi modszerek
altal a torzsekre gyakorolt specifikus stresszhatdsok mobilizalhattak bizonyos Tyl
retrotranszpozonokat (amelyekhez a delta szekvencidk részben kapcsolddnak).
Példaul egy korabbi vizsgalatban (Stamenova és Mtsi., 2008) a fagyasztas és
felolvasztas novelte a Tyl transzpozicidknak a gyakorisagat.

Némileg varatlanul ért minket, hogy nem taldltunk Osszefliggést a
kariotipusok ¢és a torzsek eredete kozott. Nem tudjuk, hogy milyenek lehettek a
kariotipusok a torzsek izolalasakkor, de nyilvanvald, hogy a tartos laboratériumi
torzsfenttartds nem tette Sket egyformava. Erdemes itt megemliteni, hogy egy
korabbi vizsgéalatban nem talaltunk Osszefliggést a kromoszéma mintdzatok és,
hogy foldrajzilag honnan és milyen borbdl voltak a Saccharomyces torzsek izolalva
(Csoma ¢és Mtsi., 2010). Egy masik vizsgélatban nem talaltak 0sszefiiggést a hartya
képzddésének képessége €s a torzsek kariotipusai kozott, mig a hartya képzddeés €s
bizonyos interdelta és mikroszatellit mintdk kozott egyértelmii 0sszefliggés volt
megfigyelheté (Charpentier és Mtsi., 2009; Legras és Mtsi., 2014).

A nagy molekularis diverzitassal egylitt jart bizonyos fenotipusos
tulajdonsagok ¢és jellemzok, példaul a telepmorfoldgia, a sejtmorfoldgia, a
sporulacid hatékonysaga és a HxS-termelés viszonylag nagy valtozatossaga. A
diverzitds alacsonyabb volt a killer aktivitds fenotipusdban és a flokkulacio
viszonylataban. Ha az 6sszes tulajdonsagot egybe vessziik, gyakorlatilag minden
torzs egyedi fenotipussal rendelkezik. Ez Osszhangban van a molekularis
(genetikai) vizsgalatok eredményeivel, amelyek szinte minden torzset egyedinek

hataroztak meg. A nagyfokl fenotipusos diverzitas tulajdonképen nem meglepd,
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mert a fenotipust alapvetden a genotipus hatarozza meg. A legijabb eredmények
(pl. Granek és Magwene, 2010) példaul kimutattak, hogy a S. cerevisiae telepek
morfologidjat olyan genetikai determindnsok komplex haldzatai irdnyitjak,
amelyek mas sejtfolyamatokban is részt vesznek, mint példaul a tdpanyag szignalok
integralasa és a kornyezet bizonyos valtozasaira adott valaszok. A sporuldcio egy
masik olyan tulajdonsag, amelyet 6sszetett genetikai kolcsonhatasok szabalyoznak.
A sporulécio6 f6 meghatarozoja a parosodasi tipus heterozigdtasaga (a homotallikus
torzsek sejtjei alltalaban heterozigdtdk) de a folyamat hatékonysdga széamos
downstream gén mitkddésétdl fiigg (Herskowitz, 1988). Ezen gének barmelyikének
inaktivalasa vagy csokkent aktivitdsa megakadalyozhatja a sporulacidt, vagy
legalabbis csokkentheti annak hatékonysagat. A gyenge sporulacié masik oka a
kromoszoma-heterogenitds lehet, amely rontja a kromoszéma parosodas
pontossagat a meidzis profazisdban. A nem megfeleld kromoszomaparosodas
elsdsorban a fajok kozotti hibridekben fordul eld, amelyek két (részben) kiilonb6z6
kromoszoma készlettel rendelkeznek (Karanyicz €s Mtsi., 2017). Mivel a Tokaj
torzsek egyikének sem volt szamfeletti savja a kariotipusaban, igy valoszintitlen,
hogy ezek koziil barmelyik interspecifikus hibrid vagy alloaneuploid genommal
rendelkezne. Szdmos tanulméany bizonyitotta, hogy az élesztOkultarak
alkalmazkodasa a valtozo6 koriilményekhez altaldban genomikai valtozasokkal jar
(adaptiv evolucio), €és az azonos stresszfeltételeknek hosszabb ideig kitett
kiilonboz6 kultarakban altalaban a hasonldéan megvaltozott genomok (beleértve a
kariotipusok hasonld valtozéasait) valtozatai valnak domindnssd (konvergens
adaptiv evolucio) (pl. Gresham és Mtsi., 2008; Mangado és Mtsi., 2018; Piotrowski
és Mtsi., 2012). Erdekes modon tugy tinik, hogy a hosszi tava laboratoriumi
fenntartas nem valtott ki kimutathat6 konvergens adaptiv evoliciot a tokaji torzsek

genomszerkezetében és fizioldgiai tulajdonsagaiban.
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A boraszati szempontbdl fontos fenotipusos jellemzok tekintetében az egyes
tulajdonsagok sokfélesége jelentds eltéréseket mutatott. A torzsek a H,S-
termelésben (mind a szilard taptalajon, mind a fermentacios koriilmények kdzott)
¢s a kezdeti fermenticids erdsségben nagymértékben eltértek egymastol. A
glicerintermelésben  mérsékelten, a  fermentacios teljesitményben, az
etanoltermelésben ¢€s a fermentacid végén mért savtermelésben a legtobbjiik csak
kis mértékben kiilonbozott egymastol. Erdekes, hogy a legtobbjiik jobban
teljesitett, mint a kereskedelmi starterkultura torzse és sokkal jobbak voltak, mint a
laboratériumi torzs (S288C) a szOlobdl készitett must erjesztése kdzben. Azt
tovabbra sem tudjuk, hogy ezek a torzsek milyen erjesztési képességekkel
rendelkeztek izoldlasuk idején, de a laboratoriumi erjesztési kisérleteinkben
nyujtott jo teljesitményliik azt bizonyitja, hogy a hosszu ideig tartd, nem boraszati
kornyezetben torténd fenntartds nem hatott kdrosan az erjesztési képességiikre
nézve. Ez a megallapitas kétségeket ébreszt azzal a széles korben elterjedt nézettel
kapcsolatban, miszerint a laboratdériumi koriilmények kozotti tartdos tenyésztés
veszélyezteti a torzsek fermentacios képességeit (Pizarro Mtsi., 2007). Sods és
Asvéany (1950) publikiciéjaban nem térnek ki r4 a torzsfenntartas koriilményeire,
de Sods Istvan Borbakterologia (1948) cimii konyvében ismertettek egy modszert
a hossza ideig tartdé laboratoriumi torzsfenttartidsra. Abban 10%-os
szachar6zoldatot hasznaltak egy parafinnal lezart ,,Fredenreich-lombikban”. Ezt a
lombikot sotét helyen, alacsony hdmérsékleten taroltik. Otévente frissitették a
torzseket. Ezzel a modszerrel tartottak fent a torzseket az 1980-as évekig. Ezt
kovetden a torzseket liofilizaltak. Az altalunk felhasznalt térzsampullan 1985-6s

datum volt feltiintetve.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a szazéves gytijtemény egyes

tagjai jo alternativak lehetnek a Tokaji borvidéken széles korben hasznalt régio-
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idegen kereskedelmi starterkulturak kivaltdsara. Azonban tovabbi vizsgalatokra
van sziikség az ilyen célokra legalkalmasabb torzsek kivalasztasahoz.

Mindazonéltal a monokulturés starterkultirak alkalmazasa kezd a hattérbe
szorulni a boraszati technoldgidban. A munkank egy tovabbi célja volt, hogy Tokaji
szelektalasu tobb ¢lesztofaj keverékébol alld starterkulturat is kifejlessziink.
Korabbi 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 tigy gondoltuk,
hogy a S. cerevisiae éleszt6fa) mellé szerencsés parositas lehet a fent emlitett két
masik faj. A tOrzsgyljteményiinkben szdmos helyi izoldlasu torzs allt
rendelkezésiinkre, melyek boraszati képességei ezidaig ismeretlenek voltak
szamunkra.

A C. zemplinina boraszati tulajdonsagair6l a kisérleteink idejében még nem
allt rendelkezésre széles szakirodalmi adat, igy a veliik valdé ismerkedésiinket
nagyobb torzsszammal kezdtiik el és bevontunk a kezdeti kisérleteinkbe mas
foldrajzi helyrdl és nem csak boraszati kornyezetbdl izolalt torzseket is.

A tokaji édes borok erjesztése soran az éleszt6kre hatd legkomolyabb
szelekciés nyomds a mustok rendkiviil magas cukortartalma, mely jelent6s
ozmotikus stresszként sziikiti az erjesztést teljesiteni képes €lesztok szamat. Ezért
a szelekcionk soran fontos szempontként értékeljiik a térzsek ozmotolerancidjat.

A C. zemplinina torzsek etanoltermeld képességének vizsgalatara
tesztfermentaciokat végeztiink. A taptalajban 1évd 20% w/v-os gliikdzbol 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
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majdnem 10,3 (v/v%) kdzott)

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

A torzsek erjesztési teljesitményére a CO: elillanasabol adodo
tomegveszteségbdl kovetkeztettiink. A torzsek tobbsége 25°C-on viszonylag
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
starterkultarak alkotorészeként részt venni az erjesztésben.

Bevontunk 6t Tokaji borvidékrdl izolalt S. uvarum és tiz S. cerevisiae
torzset a vizsgalatainkba. A fiziologiai 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 kedvezObbnek bizonyult a S. uvarum-okhoz képest.

A végso torzsek kivalasztasanal stlyozottan vettiik figyelembe a torzsek
aromatermeld képességét. A Tokaji borvidékrdl izolalt C. zemplinina, S. cerevisiae
és S. uvarum torzsekkel probaerjesztést is végeztiink sadrgamuskotaly mustban,
hogy érzékszervi szempontok alapjan is tudjuk értékelni a torzseket. A C.
zemplinina torzsek kozil a 10-374 14,75+1,71 és a II SE 12 14,75+1,91
Osszpontszdmmal holtversenyben végeztek az érzékszervi biralaton. A 10-374

ozmotolerancidja miatt keriilt kivalasztasra, mivel 60% w/v gliikkdztartalom mellett
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is képes volt ndvekedni, mig a I SE 12 t6rzs 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 wuvarum-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 1év0 vad Saccharomyces-ekkel valo versenyképességiikre vonatkozolag,
de a féliizemi 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
konkuralni a kevert tenyészetben a két jo erjesztoképességili Saccharomyces fajjal
az erjedés soran. A kérdés megvalaszolasa érdekében eltéré aranyokban
Osszekeverve, kiillonbozo szelekcios paraméterekkel (20% w/v, 40% w/v glikoz,
+8%v/v etanol) rendelkezd tapfolyadékban kovettiik nyomon a fajok interakciojat.
A legzordabb Osszetételli tapfolyadékban és a leghatranyosabb 1:4 (C. zemplinina
: Saccharomyces spp.) aranyu leoltasokban is kimutathaté koncentracidban vissza
tudtuk izolélni a C. zemplinina (10-374) torzsiinket 245 6ra elteltével is. A leoltdsok
alapjan a S. uvarum (10-486) erdteljesebben konkural 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 hatdsukat az erjedésre igazoljuk. Az erjedés soran
végig mintaztuk a tételeinket és megprobaltuk visszaizoldlni az altalunk beoltott
torzseket. Az izoldtumok asszimilacios profiljat Gsszehasonlitottuk a beoltott
torzsek asszimilacids eredményeivel. Ezek alapjan tudtunk S. cerevisiae és S.
uvarum ,starterkultira gyanus” torzseket kijeldlni. A kijeldlt térzsekbdl random

vélasztottunk ki egyedeket, melyekkel kariotipizalast és RAPD 1283 elemzést
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végeztiink el. A kariotipus mintazat ¢s a RAPD 1283 mintazat nem minden esetben
fedett 4t. Altaldban a RAPD 1283 diverzebb mintazatot eredményezett. A
modszerek kombinaltan azonban minden esetben alkalmasnak bizonyultak a sajat
beoltott torzseink ¢és a vad S cerevisie ¢és vad S. wuvarum torzsek
megkiilonboztetésére. A genetikai markerezések eredménye szerint a fermentaciok
soran az altalunk beoltott Saccahromyces térzsek dominaltak végig az erjedés alatt.

Minden évjaratban a torzseinkkel beoltott tételek probléma mentesen és
dinamikusan kierjedtek. Ezzel teljesitik azt a f6 elvardst miszerint a
starterkultaraval valo beoltassal az erjedés elhuzodésat és elakadasat akarjak a
bordszok kikiiszobolni. A C. zemlinina torzseinkkel végzett fiziologiai tesztek
eredményei alapjan megallapitottuk, hogy 6nmagukban nem képesek a borokat
kierjeszteni, de alkalmasak lehetnek kevert starterkultirak alkotorészeként részt
venni az erjesztésben. Ezt tdmasztjak ald a féliizemi erjesztési kisérleteink soran
gyljtott tapasztalataink is. Bar minden esetben a kontrollként hasznalt spontan
erjedd tételekhez viszonyitva gyorsabban erjesztette ki a borokat, de minden
esetben elmaradt a Saccharomyces-ekkel és a kevert multistarter kulturaval beoltott
tételek erjedési dinamikdjatol. Amikor 6nalloan oltottuk be az altala kierjesztett
borok érzékszervi megitélése megosztd volt. 2010-ben volt olyan birdlo, aki
izhibasnak jellemezte a borat, mig 2012-ban a 100 pontos birdlati rendszerben a
legnagyobb szdrassal 66 minimum pontszamtol egészen a viszonylag magas 86
pontszamig teljesitett. A kevert tenyészetben a jelenlétét a fruktofil tulajdonsaga is
indokolja. Az erjedések elakaddsat néha a mustban talalhato gliikoz és fruktoz
aranyanak erds eltolodasa okozhatja. Erjesztési kisérleteinkben is azt tapasztaltuk,
hogy aranyaiban hidba csak 2/3 aranyban vannak jo erjesztd képességl fajok a
multistarter kultarankban, annak erjesztési erélye minden évjaratban kozel azonos

vagy dinamikusabb volt a 3/3 ardnyban jo6 erjesztd képességli tiszta Saccharomyces
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fermentaciokkal dsszehasonlitva.

Erdekes, hogy a 2012-es év biralata szerint a tiszta tenyészetek magasabb
atlag pontszdmmal végeztek, de mindegyik esetben jelentdsebb szorassal. A S.
cerevisiae-vel (10-489) kierjesztett tétel 79,29+6,26, a S. uvarum-mal (10-486)
80,004£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 megosztottak a birdlokat a multistarterrel erjesztett tételhez képest. Néhany
birdld szoveges megjegyzést irt a biralati lapra, ahol a multistarterrel erjesztett
tételhez a komplex, gazdag aromak, tartalmas jelzdket irtdk. Ez a 2010-es birdlaton
szerzett tapasztalatokkal 6sszecseng, ahol bar pontozéas nem tortént, de egy teljesen
mas tagokbol allo bizottsag is a komplex, gylimolcsos iz, illat intenziv jelzokkel
illette.

2013-ban nagyobb tételben mar csak a multistarter kombinacionkat
hasonlitottuk dssze egy kereskedelmi starterkultiraval, a Mycoferm CRU31-gyel.
Alap analitikai paraméterekben nagy eltéréseket nem tapasztaltunk, de a
gazkromatografids elemzés soran a kereskedelmi starterkulturaval (CRU 31)
beoltott borbol 29, mig a multistarter kultaraval beoltott tételbdl 31
aromakomponenst sikeriilt elvalasztanunk. Hét olyan aromakomponenst talaltunk,
melyek csak a sajat starterkulturankkal erjesztett borban voltak jelen, vagy
megtalalhatoak voltak a kereskedelmi starterkultaraval kierjesztett borban is, de a
multistarter kultiraval erjedtben magasabb koncentracioban. A miiszeres analitikai
vizsgalat is alatdmasztotta azt a célul kitlizott feladatunkat, hogy a kevert
starterkultirank kifejlesztésével szimuldlni szeretnénk a spontan erjedésnek
koszonhetd gazdagabb aromakomplexitast a starterkultirdval vald beoltés

biztonsagos erjedésével egyiitt.
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5. Az ij tudomanyos eredmények felsorolasa

1. A Sobs és Asvany altal izolalt torzsek pontos taxonémiai meghatérozasat a
D1/D2 domének és az rDNS ITS régidinak a szekvencia elemzésével elvégeztiik.

Eredményeink alapjan mindegyik izolatum S. cerevisiae-nek bizonyult.

2. Az rDNS szekvenciaik nem voltak azonosak, két csoportot kiilonboztettiink
meg (I-tipus és II-tipus). A IL. tipusu torzsekre jellemzd kiillonbségek egyidejii

jelenléte a kozép-eurdpai foldrajzi régiora jellemzd ,,6shonos” S. cerevisiae

crer

3. Erdekes modon ugy tiinik, hogy a hossza tava laboratoriumi fenntartas nem
valtott ki kimutathatdé konvergens adaptiv evoliciot a tokaji torzsek

genomszerkezetében ¢€s fizioldgiai tulajdonsagaiban.

4. A torzsek erjesztési képességei cafoljak azt a széles korben elterjedt nézetet,
miszerint a laboratoriumi koriilmények kozotti tartds tenyésztés veszélyezteti a

torzsek fermentacios képességeit.

5. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a szdzéves gylijtemény egyes
tagjai jO alternativak lehetnek a Tokaji borvidéken széles korben hasznalt régio-

idegen kereskedelmi starterkulturdk kivaltasara.

6. Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a C. zemplinina torzsek
onmagukban nem képesek a borokat kierjeszteni, de alkalmasak lehetnek kevert

starterkultarak alkotorészeként részt venni az erjesztésben.

7. Az altalunk létrehozott multistarter kultirankkal beoltott tételek probléma
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mentesen ¢és dinamikusan kierjedtek minden évjaratban. Az érzékszervi biralatok
¢s a klasszikus €és miiszeres analitikai vizsgalataink eredményei alapjan is
elmondhat6, hogy a 1étrehozott starterkultiraval kivalo mindségii borokat lehetett

erjeszteni biztonsagosan ¢s reprodukalhatoan.
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1. Aims

1. Our aim was to collect the published datas of Tokaj strains isolated from the
Tokaj wine region by researchers from the Institute of Ampelology. Accurate
taxonomic identification of the strains and re-evaluation of their physiological
characteristics. Accurate DNA-based taxonomic identification of isolates, because
the technical knowledge of the time did not allow this at the time of isolation. We
would like to discover the physiological and genetic diversity of the strains and
their possible relationships. In particular, we would like to know how the artificial
maintenance of the strains for more than 100 years could have affected their
oenological properties, whether they could be used for wine fermentation after

such a long period of time, and whether they could be used as wine starter cultures.

2 Investigation of the fermentation potential under microvinification
conditions of Tokaj strains collected by researchers from the Institute of
Ampelology from the Tokaj wine region. Strains held in strain culture collections
are rarely used as starter cultures, as they represent only a small fraction of the
true diversity of natural populations and generally perform poorly in wine
fermentation. Their lower efficiency is assumed to be due to a loss of good
fermentation ability as a result of prolonged breeding under non-selective
conditions for better fermentation performance, but no solid experimental
evidence supporting this hypothesis has been presented so far (Pizzaro et al.,

2007).
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3 Developing a local selected multistarter culture

A wine produced by optimally conducted spontaneous fermentation has a
richer aromatic complexity than a wine inoculated and fermented by pure culture
of a single yeast species. This is due to the fact that the spontaneous fermenting
microbial population is rich in species. During alcoholic fermentation, different
yeast species produce different metabolites, so-called fermentative aromas, which
enrich the aroma composition of the wine. In order to model this phenomenon,
companies producing and marketing starter cultures have recognised the potential
of non-Saccharomyces species and are proposing the use of other wild yeasts in
addition to Saccharomyces cerevisiae for co-inoculation or sequential inoculation
to enrich the wine with different fermentative aroma components. Therefore, we
selected two other yeast species, Saccharomyces uvarum and Candida zemplinina,
because they are typical wine yeast species in the Tokaj wine region. We would
like to examine the oenological properties of their strains to see if they could be
used to create locally selected mixed starter cultures in order to further enhance
the organoleptic properties of the wines. This could replace the use of commercial

starter cultures from foreign wine regions by local wine producers.
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2. Literature review

Wine yeasts and controlled fermentation

Countless microorganisms are can be found in vineyards and on the grapes
themselves. However, there are only a small number of microorganisms which, if
they get into the must, are able to multiply and survive permanently in it. The low
pH of must (pH 3.0-3.8) exerts strong selection pressure on microorganisms
(Heard and Fleet, 1988). As soon as yeasts start their anaerobic energy-producing
metabolism, ethyl alcohol is produced, which will further reduce the amount of
viable microbes in wine due to its toxicity (Eperjesi et al., 1998). The yeasts that
enter the winery on the surface of the grapes or settle on the processing machinery
are able to initiate fermentation and carry it out under the right conditions. During
this process, species form a continuously varying, diverse population depending
on their nutrient requirements and their tolerance to the alcohol produced (Fleet
and Heard, 1993). This process is called spontaneous fermentation. Due to the
numerous yeast species involved in fermentation and their enzymes, the wine
acquires a rich aroma complexity, as different yeasts produce different secondary
metabolites, aroma components, during fermentation (Charoenchai et al., 1997).
The inappropriate processing of the raw material or the use of unsuitable
oenological techniques may slow down spontaneous fermentation, in extreme
cases it may even stop completely, or cause fermentation problems that may result

in the appearance of unpleasant aromas and flavours.

Members of the genus Hanseniaspora are dominant on the surface of the grape
berry and may account for 50-75% of the total yeast population (Fugelsang and
Edwards, 2007). Together with Candida, they dominate the initial phase of

spontaneous fermentation, followed by Cryptococcus, Kluyveromyces,
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Meschnikowia and Pichia species until the alcohol concentration reached 3-4
v/v% (Fleet, 1993). In the final phase of fermentation, alcohol tolerant species are
identified, with the genus Saccharomyces representing the predominant species
(Ribéreau-Gayon et al., 2006). However, other non-Saccharomyces yeast species,
such as  Brettanomyces,  Schizosaccharomyces, Torulaspora  and
Zygosaccharomyces species, may be present throughout the fermentation process

and even in the finished wine (Martini and Martini, 1990).

Yeasts can be both beneficial and detrimental, causing spoilage, from the
oenological point of view. Many environmental factors influence the composition
of the yeast population during spontaneous fermentation, which is why the quality
of spontaneously fermented wines will vary from vintage to vintage. These factors
include grape variety, temperature, precipitation and other weather influences,
soil, fertilisation, irrigation, phytotechnical and plant protection operations,
physical damage caused by plant pathogenic fungi, insects and birds. In addition,
yeasts are also found on harvesting equipment, crates and containers, and in
contact with the grapes they begin microbial activity before the grapes have even
reached the winery (Fleet 2007). Therefore, gentle harvesting and rapid,
preferably refrigerated, delivery are important. In addition, the composition of the
yeast community can be further modified by the hygiene conditions of the winery,

must handling, cleaning, sulphurisation and possible inoculations.

Many wineries, despite the fact that spontaneous fermentation takes longer and
the outcome is more uncertain, are taking the risk in the hope of obtaining wines
with a unique character. It is believed that the diverse yeast populations involved
in spontaneous fermentation produce more glycerol and other flavour

components, which make the wine taste rounder and richer (Romano et al., 1992;
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Schiitz and Gafner 1993; Lema et al., 1996; Egli et al., 1998). An additional
advantage may be the longer lag phase before the noisy fermentation, during
which oxygen can react with anthocyanins and other phenols in the absence of
ethanol, which enhances colour stability in red wines. Large-scale wineries, where
consistent high and reproducible quality is a requirement, cannot afford to take

such risks.

The need to produce high quality wines has required more in-depth research
into wine yeasts. It has been recognised that reproducible high quality can only be
achieved by carrying out alcoholic fermentation using pure cultures of yeasts with
excellent oenological properties, so-called starter cultures (in the form of active
dried yeasts). This practice, which was developed in the 1970s, shortens the lag
phase, ensures rapid and complete fermentation of the must and contributes to a

more reproducible final product (Bauer and Pretorius, 2000).

Oenological uses of Saccharomyces

Nowadays, biotechnology has achieved the acceleration of fermentation,
the control and manipulation of fermentation processes by inoculating musts with
dried yeast cultures ("starter") (Bauer and Pretorius, 2000). Wine starter cultures
are single-cell cultures of different yeast strains selected from musts and wines of
different wine regions for their excellent oenological properties. Inoculated into
must, these cultures carry out alcoholic fermentation quickly and safely, and are
therefore considered an essential tool for controlled fermentation. In addition to
the primary role of yeast in efficiently converting glucose and fructose to alcohol

without producing unpleasant side flavours, today's winemakers require strains

39



with a wide range of specific characteristics, selected according to the style of

wine to be made and the technical requirements of the winery.

Requirements for good yeast saterter cultures (Magyar 2010, Degre 1993,
Rainiery and Pretorius, 2000, Coulon and Mtsi, 2006, Vinicius and Mtsi, 2020):

- rapid initiation of fermentation
- rapid fermentation

- high alcohol yield

- good alcohol tolerance

- high osmotic tolerance

- low temperature optimum

- good sulphuric acid tolerance

- low sulphite binding capacity

- moderate foam formation

- solid sediment formation

- high glycerol production

- low volatile acid production

- low acetaldehyde production

- minimal hydrogen sulphide production
- low urea formation

- low biogenic amine production

- low ethyl urea formation
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- high genetic stability
- resistance to drying
- have proteolytic activity
- have beta-glucosidase activity
- possess modified esterase activity
- have a low nitrogen requirement
- enhanced autolysis
- Special cases:
o neutral fermentation aroma formation
o have killer activity
It should be noted that the use of S. cerevisiae starter cultures does not

necessarily inhibit the growth and metabolic activity of wild S. cerevisiae strains

or non-Saccharomyces yeasts.

It is generally accepted that the fermentation of both spontaneous and
inoculated wine is influenced by the diversity of yeasts associated with the
vineyard and the winery. The richness of yeast biodiversity in the different wine
producing regions of the world is still largely untapped in terms of its potential for
wine production. As more is known about the physiological properties of the
different species, the potential of using mixtures of S. cerevisiae strains and non-
Saccharomyces species as starter cultures has been recognised (Jolly et al., 2014).
Thus modelling and combining the advantageous property of spontaneous
fermentation (Egli and Mtsi 1998; Garcia-Rios et al., 2014). At the same time, the
need arose to select and breed strains that are uniquely suited to a given wine

region, even vineyard and winery, into starter cultures.
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Characteristics of Candida zemplinina (Starmerella bacillaris)

In the course of studying the microbiota of Tokaj wines, Sipiczki (2003,
2004) isolated several strains during the fermentation of botrytised musts, which
he identified as C. stellata using classical taxonomic methods. Further
investigation of these strains revealed that some strains have superior osmotic
tolerance and cold tolerance compared to the type strain C. stellata (CBS 157).
Furthermore, the strains were able to grow at high glucose concentrations that
already inhibited C. stellata. The Tokaj isolates also differed in morphology from
C. stellata. Based on the results, C. zemplinina was described as a new osmo- and
psychotolerant, fructophilic and acidogenic yeast species with high similarity zo
Candida stellata. On further investigation, C. zemplinina was found to be able to
grow at high glucose concentrations that already inhibited both C. stellata and S.
cerevisiae. C. zemplinina can grow faster than C. stellata, S. cerevisiae and S.
uvarum at low temperatures. The C. zemplinina isolates can also multiply in the
presence of ethanol, although their alcohol tolerance is not as good as that of S.
cerevisiae and S. uvarum, so they are not considered to be real competitors in
fermentation. Because of the above-mentioned properties, it has recently been
increasingly considered as a potentially useful yeast for inoculation with
Saccharomyces yeasts to improve the complexity and highlight the specific

characteristics of wines (Tofalo et al., 2009, 2012).
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3. Methods

Molecular taxonomy of strains

Amplification of rRNA coding regions by polymerase chain reaction and

sequence analysis

Sequence analysis of two conserved regions, ITS1-5.8S rRNA-ITS4 and
the regions encoding the D1/D2 domains of the 26S rRNA large subunit (LSU),
was used for accurate molecular taxonomic determination (White et al., 1990)
(O'Donnell, 1993). The PCR products were sent to the Microsynth laboratory in
Vienna for sequencing. To investigate the taxonomic affiliation of the sequences,
a general similarity search was first performed in the NCBI GenBank database
using the associated BLAST service. Based on the most similar matches, the
species to which the sequence belonged was likely to be identified. To clarify this,
the sequence was compared with the sequence of the type strain of the species
downloaded from the CBS database
(http://www.cbs.knaw.nl/Collections/Biolomics.aspx?Table=CBS%20strain%20
database).

PCR fingerprinting methods
The following RAPD and microsatellite primers were used:

Primer 24 (Baleiras Couto Mtsi., 1996), primer RF2 (Paffetti and Mtsi., 1995),
and (GTG)s ((Lieckfeldt and Mtsi., 1993), 1283 (Akopyanz et al., 1992). Inter-

delta genotyping (6-PCR) was performed according to the protocol of Legras and
Karst (2003). 5-PCR reactions were performed in two combinations: deltal-2 and

delta 12-2, according to Pfliegler and Mtsi 2014.
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A binary matrix was generated from the band samples, from which a
distance matrix was calculated based on the Dice coefficient, and a dendrogram
was  constructed using the UPGMA  algorithm  using  the
http://genomes.urv.es/UPGMA/ service (Garcia-Vallvé and Mtsi., 1999). The
results of the two interdelta and three RAPD/microsatellite analyses were

combined to obtain two more detailed dendrograms.
Electrophoretic karyotyping
Karyotyping was performed according to the protocol of Karanyicz et al. 2017.

We examined the number and size of bands representing chromosomes. The

karyotypes of the strains were compared by UPGMA analysis.
Mitochondrial DNA (mtDNA) extraction and restriction analysis.

mtDNA was extracted from exponential phase cultures according to the protocol

of Defontaine et al. (1991).

The resulting fragments were separated in 0.5x TBE in 0.7% w/v agarose gel and

visualized in a transilluminator.
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Physiological examination of strains
Macro- and micromorphological studies

During macromorphological studies, were observed the shape, size, colour,

texture, surface, structure and outline of the yeast colonies.

In the micromorphological study, the size, shape, asexual properties of yeast cells

were observed by phase-contrast microscopy at 400X magnification.
Growth and assimilation studies

Conventional yeast species identification methods were carried out according to
the descriptions of Kreger van-Rij and Barnett (Kreger van-Rij 1984, Barnett et
al., 1990). Assimilation studies allow us to determine the carbon and nitrogen

sources that the isolated yeast strains can use in their metabolic processes.
Determination of sporulation capacity

Sporulation was induced on sporulating K-acetate medium. A loop of colonies
grown on YPGA complete medium was grafted onto the sporulation medium. The
Petri dishes were incubated in a 25 °C thermostat for 30 days and observed for

their sporulation ability under a phase-contrast microscope at 400X magnification.

45



Hydrogen sulphide production capacity of strains

Hydrogen sulfide production capacity was determined by two different
methods. Hydrogen sulfide production was determined on Nickerson (BiGGY)
agar (DIFCO) based on the article by Nickerson WJ. 1953. The hydrogen sulfide
production capacity of the strains was also determined using the method of

Linderholm (Linderholm and Mtsi, 2008) under fermentation conditions.
The acid-producing capacity of strains

The acid-producing ability of the strains was tested on Custer's chalk agar
(Belarbi and Lemaresquier, 1994). The dissolution zone formed in the case of acid

production was examined.
Killer activity test

Killer activity was tested according to Woods and Bevan (1968).
Osmotic tolerance test

The effect of osmotic conditions on the growth of strains was investigated
in YPGA medium containing 2, 20, 30, 40, 50 and 60% w/v glucose and in YPGL

medium.
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Investigation of the competitiveness of C. zemplinina in mixed starter cultures

For the study, modified YPL media were prepared with 20% w/v and 40%
w/v glucose content, 8 v/v% ethanol final concentration and different inoculation
rates. Species were separated by cell size. To distinguish between S. cerevisiae
and S. uvarum strains, spread samples onto complete YPGA culture plates and
then randomly isolated 100-100 colonies. Isolates were placed in a 37 °C
thermostat for 3 days. S. cerevisiae was able to grow at this temperature, while S.

uvarum is not, so we determined the rate at which the strains outgrew each other.
Microvinification
Microvinification to study Tokaj strains isolated by Soés and Asvany:

For the analysis of all Tokaj strains, 50 ml of autoclaved yellowmuscat
must (204.3 g/l sugar content, 6.38 g/l acidity, pH: 3.38) was inoculated with
5x10° cells/ml and incubated in a 12 °C thermostat for 30 days. Fermentation was
investigated in two parallel experiments. Sugar, glucose, fructose and alcohol
contents were determined every 5th day. On day 30, fermentation was completed
and the residual sugar, glycerol, final alcohol, total acid and volatile acidity of the
wines were determined using a Bruker Alpha FTIR spectrometer (Bruker Optic

GmbH, Germany).

For further analysis of strains 10-1347 (T7) and 10-1358 (T22), 1 litre of
autoclaved yellowmuscat must (259.5 g/l sugar; 5.0 g/l acid; pH 3.69) was
inoculated to a cell count of 5.0x10° cells/ml per final volume and placed in a 12
°C thermostat. Fermentation was investigated in two parallel experiments. The
fermentation dynamics were detected by measuring the sugar content of the must.

The basic analytical analysis of the wines obtained was carried out using the
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clastic methods, determining the alcohol, sugar, acidity, volatile acidity and pH of

the wines.
Microvinification for testing strains selected for multistarter development

To study the physiological properties of C. zemplinia, S. cerevisiae and S.
uvarum strains, the strains were inoculated into Erlenmeyer flasks in YPGL 50 ml
of medium with 20% w/v glucose, 0.1 OD and subjected to 20 days of test

fermentation at two temperatures (12 °C and 25 °C).

Since the fermentative aromas produced by yeasts are very important for
wine quality from the oenological point of view, we performed a trial fermentation
in yellowmuscat must with selected strains of S. cerevisiae, S. uvarum and C.
zemplinina. The fermented wines were evaluated by organoleptic analysis using a

20-point system.

Semi-commercial fermentation experiments for the development of multistarter:

The fermentation experiments were carried out in 2010 and 2011 at the
Tokaj Keresked6haz Zrt. winery and in 2012 at the Tokaj Research Institute of
Viticulture and Enology. The wines fermented in 2012 were evaluated using a
100-point scoring system. In 2013, the fermentation experiment in wooden barrels

was set up at the Majoros winery.
Inoculation with starter culture

Inoculation with yeast culture in liquid starter culture medium (YPGL)

was performed for both the lab-scale and the semi-factory fermentation. The
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strains were propagated at 25 °C. The inoculation was performed at a cell
concentration adjusted to a final volume of 5.0x10° cells/ml. Cell counting was
performed using a Biirker chamber. The volume of cell suspensions used for
inoculation was equal to the volume of must to be inoculated. The volume units
for pure cultures (10-374, 10-486 and 10-489) were 3/3, whereas for mixed
multistarter the volume units were 1/3 10-486 + 1/3 10-489 + 1/3 10-374.

Classical wine analysis

The determination of sugar, alcohol, acidity and volatile acidity was
carried out by classical analytical methods according to the International
Organisation of Vine and Wine (OIV) International Methods for the Analysis of
Wine and Must (Master OIV, 2023).

Instrumental analytical methods

The alcohol production capacity of C. zemplinina strains was determined
by measuring the concentration of ethanol detectable in the fermentation broth
using the TDI Alcoquick 4000 infrared analyzer. The production of acetic and
malic acids was determined by analytical measurement of the YPGL broth of the
strains inoculated with overnight culture using a TDI MiuraOne automatic wine

analyser.

The total sugar content, total acidity, glucose, fructose, glycerol, glycerol,
acetic acid and alcohol concentrations of the strains isolated by So6s and Asvany
were determined using a Bruker Alpha FTIR spectrometer (Bruker Optic GmbH,

Germany).
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HS-GC-MS analysis of volatile compounds (coupled technique of vapour phase

and sample preparation, gas chromatograph and mass spectrometer)

The determination of volatile aroma compounds in wines was performed
with a Bruker Scion 436 gas chromatograph coupled to a Bruker SQ mass
spectrometer. Mass spectra were recorded in full scan mode. The identification of
volatile compounds was based on mass spectrometric data obtained from the
National Institute of Standards and Technology (NIST) Mass Spectrometry
Library (2005 version).
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Organoleptic evaluation

The most accepted and recognised quality assessment of wines is
traditionally carried out by committees of wine experts. The 100-point method of
the International Organisation of Vine and Wine (OIV) is the most widely used
sensory method for rating wines (OIV332a). The OIV method uses five predefined
sensory categories that can be applied to all types of wine and thus distinguish
between high and low quality. A simplified version of the method is the 20-point
scoring system. The 20-point scoringsystem assesses the wine's colour (2 points
for white wine, 4 points for red wine), clarity (max. 2 points), aroma (max. 4
points), taste, flavour and overall impression (12 points for white wine, 10 points

for red wine).
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4. Results and discussion

To determine the taxonomic affiliation of the old Tokaj isolates, molecular
studies and physiological tests applied in modern yeast taxonomy were performed.
Sequence analysis of the D1/D2 domains and ITS regions of rDNA and
physiological studies revealed all isolates to be S. cerevisiae. S. uvarum was not
found among them, although S. wvarum is quite common in the Tokaj Wine
Region (Minarik and Laho, 1962; Sipiczki and Mtsi., 2001; Antunovics and Mtsi.,
2005; Magyar and Bene, 2006).

Although the rDNA analysis clearly assigned all strains o S. cerevisiae, their
rDNA sequences were not identical and they were divided into two groups (type
I and type II). Type II strains differed from neotype S. cerevisiae strains in two
positions of the D1/D2 domain and in five positions of the two ITS segments. The
same differences were found in the database sequences of several wine yeast
strains isolated in Slovakia and Austria compared to the neotype strain. The
simultaneous presence of all these differences may be a specific molecular marker
for a (sub)population of 'indigenous' S. cerevisiae wine yeast strains in the Central

European geographical region.

These strains appear to be components of the autochthonous yeast biota that
have persisted for a long time, from the years of isolation of the Tokaj strains
(1901-1906) and the isolation of the two Slovak strains (1954) until the present
day (2017) when the two ice wine yeast clones were isolated in Slovakia. The
sporadic occurrence of the pattern in some Spanish, one French and one Australian
wine regions and on different substrates can be attributed to the spread from
Central European vineyards. The similarity of the ITS sequence of type II strains

with the ITS sequence of yeasts isolated in the Jura (Charpentier et al., 2009)
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suggests a close relationship between the strains of the two groups. Further
experiments are needed to verify this possibility, as D1/D2 sequences are not
available for Jura strains.

Comparative analysis of less conserved molecular markers (interdelta, MSP,
mitochondrial DNA and karyotype) revealed much greater variation between
strains.

When all markers are taken into consideration, the majority of strains have a
unique pattern, suggesting that most strains have a unique genome structure. The
exceptions to this are the pair of strains with Type I sequence 10-1354 (T15)/10-
1355 (T18) and the pair of strains with Type II sequence 10-1347 (T7)/10-1349
(T9) whose members were indistinguishable in all tests. Interestingly, none of the
pairs were isolated from the same location and the same vintage. Apart from these
identities, both Type I and Type II strain groups were diverse, but remarkably
formed well distinct clusters, as if biologically isolated. The different origins of
the molecularly indistinguishable strains indicate that in the early 1900s, S.
cerevisiae strains must have existed in the Tokaj region that were persistently
present in several wineries. The identity of the molecular patterns of the strain
pairs 10-1354 (T15)/10-1355 (T18) and 10-1347 (T7)/10-1349 (T9) suggests that
their genomes have not changed during decades of laboratory strain maintenance.
In contrast, some strains isolated in the same place and year (e.g. 5 strains isolated
in Tarcal in 1901) had different molecular patterns. These strains may have been
different from each other at the time of isolation, but it is also possible that they
originated from the same clone and only diverged later during propagation under
laboratory conditions.

When comparing molecular samples, it is important to note that fingerprinting

methods require exactly the same conditions for all strains in all reactions to
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ensure a high level of reproducibility (e.g. Pfliegler et al., 2014), and minor
changes in banding patterns are often difficult to evaluate. Furthermore, the
increased diversity observed in the inter-delta analysis may not accurately reflect
the diversity at the time of strain isolation, as specific stress effects on strains by
different preservation methods may have mobilized certain Tyl retrotransposons
(to which delta sequences are partially linked). For example, in a previous study
(Stamenova and Mtsi., 2008), freezing and thawing increased the frequency of
Tyl transposons.

We were somewhat surprised to find no correlation between karyotypes and
strain origin. We don't know what the karyotypes might have been at the time of
strain isolation, but it is clear that prolonged laboratory strain maintenance did not
make them identical. It is worth mentioning here that in a previous study we found
no correlation between chromosomal patterns and where and from which wine
Saccharomyces strains were isolated geographically (Csoma et al, 2010). In
another study, no correlation was found between the ability to form membranes
and the karyotypes of the strains, while a clear correlation was observed between
membranes formation and certain inter-delta and microsatellite patterns
(Charpentier and Mtsi., 2009; Legras and Mtsi., 2014).

High molecular diversity was associated with relatively high variability in
certain phenotypic properties and characteristics, such as telepmorphology, cell
morphology, sporulation efficiency and H2S production.

Diversity was lower in the phenotype of killer activity and in relation to
flocculation. When all traits are taken together, virtually every strain has a unique
phenotype. This is in line with the results of molecular (genetic) studies, which
identified almost all strains as unique. The high degree of phenotypic diversity is

not surprising, since phenotype is essentially determined by genotype. For
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example, recent findings (Granek and Magwene, 2010) have shown that the
morphology of §. cerevisiaecolonies is determined by complex networks of
genetic determinants that are involved in other cellular processes, such as the
integration of nutrient signals and responses to changes in the environment.

Sporulation is another trait that is regulated by complex genetic interactions.
The main determinant of sporulation is the heterozygosity of the mating type (cells
of homothallic strains are usually heterozygous) but the efficiency of the process
depends on the function of several downstream genes (Herskowitz, 1988).
Inactivation or reduced activity of any of these genes can prevent sporulation, or
at least reduce its efficiency. Another cause of poor sporulation may be
chromosome heterogeneity, which impairs the accuracy of chromosome pairing
during meiosis prophase. Inappropriate chromosome pairing occurs primarily in
interspecific hybrids that have two (partially) different sets of chromosomes
(Karanyicz et al., 2017). Since none of the Tokaj strains had a supernumerary band
in their karyotype, it is unlikely that any of them would have an interspecific
hybrid or alloaneuploid genome. Several studies have shown that adaptation of
yeast cultures to changing conditions is usually accompanied by genomic changes
(adaptive evolution), and that variants with similarly altered genomes (including
similar changes in karyotypes) tend to become dominant in different cultures
exposed to the same stress conditions for longer periods (convergent adaptive
evolution) (e.g. Gresham and Mtsi., 2008; Mangado and Mtsi., 2018; Piotrowski
and Mtsi., 2012). Interestingly, long-term laboratory maintenance does not appear
to have induced detectable convergent adaptive evolution in the genomic structure
and physiological traits of Tokaji strains.

The diversity of individual traits showed significant variation with respect to

oenologically important phenotypic characteristics. The strains differed greatlyin
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H>S production (both on solid medium and under fermentation conditions) and
initial fermentation vigour. Most of them differed moderately in glycerol
production and only slightly in fermentation performance, ethanol production and
acid production at the end of fermentation. Interestingly, most of them performed
better than the commercial starter culture strain and were much better than the
laboratory strain (S288C) during fermentation of must from grapes. We still do
not know what the fermentability of these strains was at the time of their isolation,
but their good performance in our laboratory fermentation experiments
demonstrates that prolonged maintenance in a non-fermentative environment did
not have a detrimental effect on their fermentability. This finding casts doubt on
the widely held view that prolonged culture under laboratory conditions
compromises the fermentative capacity of the strains (Pizarro Mtsi., 2007).

Soo6s and Asvany (1950) do not discuss the conditions of strain maintenance in
their publication, but Istvan So6s in his book Borbakterologia (1948) described a
method for long-term laboratory maintenance. In this, a 10% sucrose solution was
used in a cork-sealed 'Fredenreich flask'. This flask was stored in a dark place at
low temperature. The strains were refreshed every five years. This method was
used to maintain the strains until the 1980s. The strains were then lyophilised. The

strain vial we used was dated 1985.

Our results suggest that some members of the centenary collection could be
good alternatives to the commercial starter cultures widely used in the Tokaj wine
region. However, further studies are needed to select the most suitable strains for

such purposes.

Nevertheless, the use of monoculture starter cultures is becoming less

important in wine technology. A further aim of our work was to develop a starter
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culture consisting of a mixture of several yeast species selected from Toka;.

Based on our previous results, we know that the wine region is characterised
by the presence of cryotolerant S. uvarum strains and we have been able to isolate
and describe the osmotolerant and fructophilic species C. zemplinina from the
wine region. On the basis of these results, it was considered that the two other
species mentioned above could be a suitable pairing for the yeast species S.
cerevisiae. In our strain collection we had several strains of local isolation whose

oenological potential was unknown to us until now.

At the time of our experiments, there was no extensive literature on the
oenological properties of C. zemplinina, so we started our study with a larger
number of strains and included strains isolated from other geographical locations

and not only from oenological environments in our initial experiments.

The most serious selection pressure on yeasts during the fermentation of Tokaj
sweet wines is the extremely high sugar content of musts, which acts as a
significant osmotic stress to limit the number of yeasts that can complete
fermentation. Therefore, we evaluate the osmotic tolerance of strains as an

important aspect of our selection.

Test fermentations were performed to investigate the ethanol production
capacity of C. zemplinina strains. Only one strain produced relatively low amounts
of ethanol from 20% w/v glucose in the culture medium after 20 days of
fermentation at 25°C (11-10 strains with 8.52, v/v%), while the majority of strains
were able to produce ethanol above 9 (v/v%). In the test fermentations at 12°C,
the differences in ethanol production were much greater (from only 3.7 to almost

10.3 (v/v%)
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The strains showed relatively little variation in their acid production profiles.
Significant malic acid production (greater than 0.3 g/l) was not observed in any
strain, while acetic acid production ranged from 1.3 to 2.9 g/l depending on the
strain and fermentation temperature. The amount of acetic acid produced was
higher at fermentation temperatures of 12°C than at 25°C for all C. zemplinina

strains.

The fermentation performance of the strains was inferred from the mass loss
due to CO» volatilization. Most of the strains showed relatively fast and vigorous

fermentation at 25°C. The fermentation strength decreased moderately at 12-C.

The results suggest that C. zemplinina strains alone are not capable of
fermenting wines, but may be suitable as components of mixed starter cultures for

fermentation.

We included five S. uvarum and ten S. cerevisiae strains isolated from the
Tokaj wine region in our studies. Their physiological results were less variable
compared to C. zemplinina strains. The strains showed mostly different
fermentation dynamics at 12 °C. The ability of S. cerevisiae strains to produce
hydrogen sulphide at 12° was found to be more favourable compared to S. uvarum

strains.

The selection of the final strains was weighted according to their aroma-
producing ability. C. zemplinina, S. cerevisiae and S. uvarum strains isolated from
the Tokaj wine region were also subjected to trial fermentation in yellow must to
evaluate the strains from a sensory point of view. Among the C. zemplinina
strains, 10-374 and II SE 12 scored 14.75+1.71 and 14.75+1.91, respectively, in a

tie for the sensory evaluation. Strain 10-374 was selected because of its
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osmotolerance, being able to grow at 60% w/v glucose, while strain II SE 12 was
selected only at 40% w/v. Among the S. cerevisiae, 10-489 scored the highest in
the sensory evaluation (15.00+1.26), while 10-486 performed the best among the
S uvarum(15.25+£2.06). The selected strains have no killer activity and are not
sensitive to K1 and K2 toxin. This trait raised questions about their
competitiveness with wild Saccharomyces already present in must, but semi-
factory fermentation experiments have shown that they are not at a disadvantage

and are not crowded out by wild strains.

An even more exciting question for C. zemplinina was how it could compete
in mixed culture with the two Saccharomyces species with good fermentability
during fermentation. In order to answer this question, the interaction of the species
was monitored in media mixed in different proportions and with different
selection parameters (20% w/v, 40% w/v glucose, +8%v/v ethanol). We were able
to isolate strains of C. zemplinina (10-374) at detectable concentrations in the most
harsh medium and in the most unfavourable 1:4 (C. zemplinina: Saccharomyces
spp.) inoculum, even after 245 h. Based on the inoculations, S. uvarum (10-486)
competes more vigorously with C. zemplinina than our strain S. cerevisiae (10-

489).

In this paper, we discuss the experience of semi-factory experimental
fermentations of four vintages. In the first year, our main task was to verify the
competitiveness of the inoculated strains and thus their real impact on
fermentation. We sampled our batches throughout the fermentation and tried to
re-isolate the strains we inoculated. The assimilation profiles of the isolates were
compared with the assimilation results of the inoculated strains. Based on these

results, we were able to identify "starter culture suspect" strains of S. cerevisiae
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and S. uvarum. From the selected strains, individuals were randomly selected for
karyotyping and RAPD 1283 analysis. The karyotype pattern and the RAPD 1283
pattern did not always overlap. In general, RAPD 1283 resulted in a more diverse
pattern. However, in all cases, the methods combined proved suitable for
distinguishing between self-inoculated strains and wild S cerevisie and wild S.
uvarum strains. The results of the genetic markers showed that our inoculated

Saccahromyces strains dominated throughout the fermentations.

In all vintages, the batches inoculated with our strains fermented without
problems and dynamically. This fulfils the main expectation that by inoculating
with starter cultures, winemakers want to eliminate the delay and stalling of
fermentation. Based on the results of physiological tests with our C. zemlinina
strains, we found that they are not able to ferment wines on their own, but may be
suitable as a component of mixed starter cultures. This is supported by our
experience in semi-farm fermentation experiments. Although in all cases the
fermentation rate of the wines was faster compared to the spontaneous
fermentation batches used as controls, it was in all cases below the fermentation
dynamics of the batches inoculated with Saccharomyces and mixed multistarter
cultures. When self-inoculated, the sensory evaluation of the wines fermented by
the inoculants was divergent. In 2010, there were reviewers who described his
wine as lacking in flavour, while in 2012 he scored in the 100-point rating system
with the widest spread from a minimum score of 66 to a relatively high 86. Its
presence in the blend is also justified by its fructophilic character. Fermentation
stalling is sometimes caused by a strong shift in the ratio of glucose to fructose in
the must. In our fermentation experiments, we also found that, although only 2/3

of our multistarter cultures contain species with good fermentability, their
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fermentation vigour was nearly the same or more dynamic in all vintages

compared to pure Saccharomyces fermentations with 3/3 good fermentability.

It is interesting to note that the pure cultures scored higher on average in the
2012 judging, but with a more significant spread in each case. The batch
fermented with S. cerevisiae (10-489) scored 79.29+6.26, the batch fermented
with S. uvarum (10-486) scored 80.00+£9.49, while the batch fermented with C.
zemplina (10-374) scored 77.71£7.76. The high standard deviation values suggest
that the wines in question divided the judges more than the lot fermented with the
multistarter. Some of the judges wrote a textual comment on the evaulating sheet,
where they described the multistarter fermented batch as complex, rich aromas,
full-bodied. This is in line with the experience of the 2010 evaulating, where,
although no scoring was done, a completely different panel of judges also gave

the complex, fruity flavour, aroma intense indicators.

In 2013, in a larger batch, we compared only our multistarter combination with
a commercial starter culture, Mycoferm CRU31. No major differences in basic
analytical parameters were observed, but in gas chromatography analysis we were
able to separate 29 aroma components from the wine inoculated with the
commercial starter culture (CRU 31) and 31 from the batch inoculated with the
multistarter culture. Seven aroma components were found that were either present
only in the wine fermented with our own starter culture or were present in the wine
fermented with the commercial starter culture but in higher concentrations in the
wine fermented with the multistarter culture. The instrumental analytical study
also supported our objective of developing our mixed starter culture to simulate
the richer aroma complexity due to spontaneous fermentation together with the

safe fermentation of the starter culture inoculation.
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5. List of new scientific findings

1. The exact taxonomy of the strains isolated by Soés and Asvany was
determined by sequence analysis of the D1/D2 domains and ITS regions of rDNA.
Based on our results, all isolates were identified as S. cerevisiae.

2. Their rDNA sequences were not identical, two groups were distinguished
(type I and type II). The coexistence of differences in type II strains may be a
specific molecular marker for a (sub)population of "indigenous" S. cerevisiae wine
yeast strains typical of the Central European geographical region.

3. Interestingly, long-term laboratory maintenance does not seem to have
induced a detectable convergent adaptive evolution in the genome structure and
physiological properties of the Tokaj strains.

4. The fermentability of the strains refutes the widely held view that long-
term culture under laboratory conditions compromises the fermentability of the
strains.

5. Our results suggest that some members of the centenary collection could
be good alternatives to the commercial starter cultures widely used in the Tokaj
wine region.

6. Based on the results, we conclude that C. zemplinina strains alone are not
able to ferment wines, but may be suitable as components of mixed starter cultures
for fermentation.

7. The batches inoculated with our multistarter culture fermented problem-
free and dynamically in all vintages. The sensory evaluation and the results of our
classical and instrumental analytical tests showed that the starter culture we

created was able to ferment high quality wines safely and reproducibly.
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