o~ Lle

l\"\.-- —

Boraszati éleszt6torzsek identifikalasa és molekularis biologiai

elemzése

Doktori (Ph.D.) értekezés

Csoma Hajnalka

Debreceni Egyetem
Természettudoményi Doktori Tanécs
Juhész-Nagy Pal Doktori Iskola
Debrecen, 2008.






Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Természettudomanyi Doktori Tandcs,
Juhdsz-Nagy Pal Doktori Iskola, A bioreguldcié molekuldris és fiziologiai
szervezOdése és biotechnoldgiai vonatkozasai programja keretében készitettem a
Debreceni Egyetem természettudomanyi doktori (Ph.D) fokozatdnak elényerése

céljabol.

Debrecen, 2008. 4prilis 10.

Csoma Hajnalka

doktorjelolt

Tandsitom, hogy Csoma Hajnalka doktorjelolt 2003-2006 kozott a fent
megnevezett Doktori Iskola, A bioreguldci6 molekuldris és fizioldgiai
szervezOdése és Dbiotechnoldgiai vonatkozdsai, programjdnak keretében
irdnyitdisommal végezte munkdjat. Az értekezésben foglalt eredményekhez a
jelolt onallé alkoté tevékenységével meghatidrozéan hozzajarult. Az értekezés

elfogadasat javasolom.

Debrecen, 2008. 4prilis 10.

Dr. Sipiczki Métyas

témavezeto



Tartalomjegyzék

. Bevezetés
. Célkitiizés

. Irodalmi attekintés

3.1. A Botrytis cinerea éltal okozott nemesrothadds

3.2. A 520106 élesztObidtdja

3.3. Sz0lészeti és bordszati vonatkozasu Candida fajok

3.4. Boraszati élesztdgombak identifikédlasara hasznélt médszerek

3.5. A Szarvas, Kirdly és Bakonyi dilok jellemzése

. Anyagok és modszerek

4.1. Taptalajok
4.2. Reagensek és oldatok
4.3. Felhasznalt torzsek
4.4. Mdodszerek
4.4.1. Szolészemek gylijtése
4.4.2. A szb6lészemek feltardsa
4.4.3. Mintavétel borokbol
4.4.4. Az élesztOtelepek izoldldsa
4.4.5. Konvenciondlis fajmeghatarozasi modszerek
4.4.6. Molekularis taxonémiai vizsgalatok

4.4.77. Az élesztOtorzsek fizioldgiai vizsgalatai

. Eredmények

5.1. Mintagyiijtés

5.2. Az élesztdgombdk izolaldsa sz616rdl

5.3. Az izoldtumok csoportositdsa konvenciondlis taxondmiai

modszerekkel
5.3.1. Telep-, és sejtmorfologiai vizsgalatok

5.3.2. Sporazas

— O e L &

17
20
22
22
23
26
31
31
32
33
33
33
36
40
42
42
43

44
48
51



5.4. Sz616rdl izolalt élesztdgombak molekularis taxondmiai vizsgdlatai 53

5.4.1. PCR-RFLP eredmények
5.4.2. Szekvenciaelemzés eredményei
5.5. A sz016rdl izoldlt élesztégombak eléforduldsa
5.6. A Candida élesztégombdk taxondmiai vizsgalata
5.6.1. Molekuldris taxondmiai vizsgélatok
5.6.2. Morfolégiai vizsgalatok
5.6.3. Novekedési €s asszimildcids tesztek
5.6.4. Fermentacios képesség vizsgdlata
5.7. Fiziologiai vizsgalatok eredményei
5.7.1. Kénhidrogén-termelés, valamint savtermelés vizsgélata
5.7.2. Alkoholtolerancia vizsgélata
5.7.3. Cukortolerancia
Eredmények megbeszélése
Osszefoglalas

Summary

e *x XA

Koszonetnyilvanitas
10. Irodalomjegyzék
11. A doktori munka soran megjelent publikaciok

12. Mellékletek

53
57
60
64
64
70
72
72
77
77
80
84
88
105
109
113
114
130
133



1. BEVEZETES

Tokaj-hegyaljan a borkultdra tobb szdz éves miultra tekint vissza. A
borvidék hirnevét a kivdlé mindségli asziboroknak koszonheti. Ezen borok
mindségét a tdj adottsdgai, a szOl0 fajtija, az elkészités moddja, egyediilallo
izvildga és nem utolsésorban az erjedésiikben résztvevd mikroorganizmusok
biztositjak.

A bor alkoholos erjedése szinte kizdrolag élesztdgombaknak kdszonhetd.
Ezek az egysejtii eukariota szervezetek nagy hatékonysaggal képesek a gliikozt és
a fruktdzt etanolld alakitani, magas cukor- és alkoholkoncentracié jelenlétében is.

A bor minbsége szempontjabdl alapvetd fontossdgu, hogy milyen
élesztéfajok, €s milyen ardnyban fordulnak eld a mustban az erjedés folyaman.
Vannak olyan fajok, melyek anyagcsere folyamatai sordn keletkezett anyagok
kifejezetten kedvezobtlenek, de a kedvezd hatdsu fajok kozott is vannak olyanok,
melyek bizonyos torzsei nem egyforma mértékben elényosek.

A hagyomadnyos erjesztési folyamatok sordn a természetes élesztopopulécio
végzi az alkoholos erjesztést. Ennek Osszetétele nagyon sok tényezdtdl fiigg, igy
a bor megfeleld mindsége érdekében igen nagy odafigyelést igényel.

A biotechnolégia rohamos fejlddésének és a bordszatban valé egyre
nagyobb térhéditdsanak koszonhetden, mind nagyobb hangstlyt fektetnek az
erjedésben résztvevo élesztdgombdk megismerésére, szelektdlasara és még
hatékonyabb torzsek kifejlesztésére. A modern bordszati technoldgidkban
igyekeznek az esetleges hibdkat mindségi élesztokészitmények hozzdaddsaval
kikiiszobolni. A beoltashoz hasznalt terméket ,,starter kultiranak” nevezziik. Ez
szaritott élesztdsejtek €s hordozdéanyagok keveréke. Az ilyen ,[fajélesztoket” a
természetes populdcidbdl izoldlt torzsek alkotjdk, melyek megfelelnek a veliik
szemben tdmasztott dltaldnos és hagyomdnyos elvardsoknak. Felhaszndldsukkal

irdnyithat6va és ellendrizhetdvé vilik az erjedés. Minden borvidék és bortermd

sz 2z
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adaptélddott a helyi sajatsdgokhoz, igy jotékony, esetleg negativ hatdsait itt tudja
leginkabb kifejteni.

A mustok erjesztésében részt vevd mikroorganizmusok elsddlegesen a
szO0l6rél  szarmaznak. Meglétiik, illetve populdciédinamikai valtozasuk
nagymértékben fiigg az iiltetvény geografiai, illetve klimatikus adottsdgaitol,
valamint a sz6l6 miivelésmoddjatol. A szOolo érése sordn bekovetkezé biokémiai
valtozasok, és az egyéb, jelenlévd patogén gombafajok szintén hatdst
gyakorolnak az élesztObidta Osszetételére. A legmarkdnsabb hatdst a Botrytis
cinerea gyakorolja, mely specidlis feltételek mellett a sz616k nemes rothaddsaért
felelds fakultativ parazita penészgomba.

Az aszisodott sz4l0k €és borok mikrobiotdjarol szamos kozlemény sziiletett
mdr (pl. Domerque, 1957; Minarik, 1963; Le Roux és mtsi., 1973; Magyar, 1996;
Kalmar és mtsi., 1999; Mills és mitsi., 2002; Antunovics és mitsi., 2003), de

munkank kezdetéig kevés volt azoknak a szdma, melyek a Tokaji borvidék

sz016inek élesztobiotajaval foglalkoznak (Bene és Magyar, 2002).



2. CELKITUZES

A kisérleti munka célja, hogy tanulmdnyozzuk a Tokaji borvidéken az
aszusodds folyamata sordn, a sz6lobogyd felszinén 1évo éElesztobidtat, és
megéllapitsuk a benne el6fordulé éleszték taxondmiai hovatartozasat,
meghatdrozzuk a dominéns fajokat.

Vizsgdlataink sordn az izolatumok kozott gyakran eléfordult a Candida
zemplinina, egy kozelmiultban leirt faj. Ezzel szemben soha sem taldltunk Candia
stellata-t. Az utébbi hidnya meglepd volt, mert kordbbi hazai és kiilfoldi adatok
szerint gyakori botrytizalt szO6lon €s botrytizdlt, erjedd mustokban. Az
ellentmonddsbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a szakirodalomban C. stellata néven
jellemzett torzsek esetleg a C. zemplinina-hoz tartoznak. A kérdés eldontésének
érdekében ennek a két fajnak kiemelt figyelmet szenteltiink, és Gjraidentifikdltuk
a hazai és nemzetkozi gylijteményekben megtalalhat6 C. stellata torzseket, illetve
a szoldszemeken kiviil, tokaji borokbdl is izoldltunk C. stellata-nak tiind
torzseket. Ezek részletes taxondmiai €s élettani vizsgélata is munkénk egyik célja
volt.

Munkank tavlati célja, hogy minél atfogébb képet kapjunk ezen borvidék
természetes élesztOpopuldcidjardl, hogy a késobbiekben mds borvidékekkel

Osszehasonlitva az esetleges sajatsdgokra, egyediségekre ravildgithassunk.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A Botrytis cinerea altal okozott nemesrothadas

A Botrytis cinerea fakultativ parazita penészgomba. Mivel kifejezetten a
termést, azaz a szOlofiirtot karositja, a bormindségre gyakorolt hatdsa az egyéb
koérokozékéhoz képest kiemelkedd. Tobbnyire sulyos kdrtevd (sziirkerothadds,
»grey rot”), de specidlis koriilmények esetén szerepe kedvezd is lehet
(nemesrothadas, ,,noble rot™).

A vildg néhany teriiletén (pl. Sauternes-Barsac, Coteaux du Layon, Tokaj,
Burgerland, Rajna, Mosel egyes teriiletei) adédnak ossze olyan feltételek, melyek
lehetévé teszik a B. cinerea éltal okozott nemesrothadds kifejlodését az érett
szO16n. Ilyen feltétel a talaj, mely anyagandl fogva jol elvezeti a vizet, a sz016fiirt
szerkezete, mely lehetdleg laza legyen, hogy minél nagyobb feliileten érje a
napsugarzds, és megfeleld legyen a szell6zése, valamint a teriilet mikrokliméja
(Ribéreau-Gayon és mitsi., 2000). Az alapvetd feltételek mellett fontos szerepe
van a szOl6fajtanak is. Az aszdsoddsnak a tdl vékony, sériilékeny bogyohéj és a
tomott fiirt nem kedvez, mert a folyamat konnyen sziirkerothadésba torkollik.

A fert6zés folyamata az egészséges szO6lot6l a nemesen rothadt szoldig a
kornyezeti feltételektdl fiiggben kb. 5-15 napig tart. Ebben az id8szakban
valtakozva kovetik egymadst rovid, nedves periddusok (3-4 nap), és hosszabb,
szarazabb periddusok (kb. 10 nap). Az el6z6 a spérdk csirdzasdnak kedvez, az
utobbi lehetdvé teszi a sz016 anyagainak koncentrdloddsat és kémiai dtalakuldsét.
Ha a vegetativ szovetek feliiletét viz éri, és a hOmérséklet elérte a 18 °C-ot a
rezisztens forma csirdzasnak indul, és micéliumokat hoz Ilétre. Amikor a
micéliumok teljesen behatolnak a sejtfalba, a fehér szOl0szemek jellegzetes
,»csokoladé” szindrnyalatot kapnak (Ribéreau-Gayon és mtsi., 2000; Donéche,
1993). A micélium hifai atszakitjdk a sz6l0szem felszinét, konidioférdkat hoznak
1étre, és tovabb fertézik a szomszéd szemeket (Donéche, 1993). A vegetativ

szovetek sejtfalai er6sen modosulnak, nem képesek tobbé ellatni feladatukat. A
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sejtek vizellatdsa tovdbb nem szabdlyozhatd, az epidermisz sejtek citoplazmdja
megsziinik, ennek koszonhetéen a cukor koncentracidjuk jelentdssé vélik. A
magas ozmoézisnyomds miatt a gomba nem tud tovabb fennmaradni, fejlodése
ledll. Mindségi nemesrothadds akkor megy végbe, ha a folyamat gyors és a sz616
érett (Ribéreau-Gayon és mitsi., 2000).

A B. cinerea jelentds kémiai véltozdsokat okoz az egész sz6l6ben (Puchen-
Planté és Mercier, 1983). A sziirkerothaddshoz képest a nemesrothaddsnal nagy
kiilonbséget jelent, hogy az érett sz6l6ben kialakult a fajtdnak megfeleld cukor-
és savtartalom. A talérés sordn a fiirtkocsdny elfdsoddsdval megsziinik az
anyagdramlds a tOke és a bogy6 kozott, igy az elparolgott viz nem tud pdtlddni.
Ennek  eredményeként a  bogyé oldott anyagainak  nagymértékil
bekoncentraléddsa megy végbe. Ezek a valtozdsok foleg a cukrokat és a szerves
savakat érintik. A gliik6z és a fruktdz asszimildcidja a kornyezeti viszonyoktdl és
az érettség mértékétdl fligg. Mivel a Botrytis eldnyben részesiti a gliikkézt a
frukt6zzal szemben, a gliikkéz: fruktéz ardny 1 ald csokken. A gomba a
poliszacharidok és pektinanyagok lebontdsaval jelentésen megnoveli a borokban
az egyéb hexdézok (ramndz, galakt6z, manndz), a pentézok (arabindz, xildz),
valamint a galakturonsav mennyiségét is (Kerényi, 1977; Sponholz és Dittrich,
1985). A savak lebomldsa nagyobb mértékii: a borkdsav 70-90 %-a, az almasav
50-70 %-a degradédlédik (Ribéreau-Gayon és mtsi., 2000). A pH-ja magasabb
(3.5-4.0), jelezvén mas Osszetevok koncentracidjat is, mint pl. a kalium ionokét
(Pineau, 1978; Fregoni és mtsi., 1986). Ezek ellenére az ezekbdl a sz6l6kbdl
szarmazé must cukortartalma igen magas, savtartalma pedig kozel azonos az
egészséges szOlObOl szarmazé mustéval. A gomba a szdloszem belsejében a
gliikkézt gliikonsavva oxiddlja, mikdzben glicerol szabadul fel. Mivel ezeket az
egészséges szOl6 mustja csak nyomokban tartalmazza, mindkét vegyiilet a
nemesrothadds mindségi indexét képezi (Ribéreau-Gayon és mtsi., 2000; Eperjesi

és mtsi., 1998).
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Az aroma anyagok szintén nagymértékben moddosulnak a fertdzés sordn
(Shimizu és mtsi., 1982). A nemesrothaddson atesett sz6lo legfobb értékét a
megnovekedett cukortartalom mellett a jellegzetes botrytiszes illat- és
zamatanyagok képezik. Koziiliik jelentdés szerepet jatszanak a furfurol, a
benzaldehid, a fenilacetaldehid és a benzilcianid, valamint az tin. gomba alkohol
(1-okten-3-ol) (Eperjesi és mtsi., 1998). A B. cinerea éltal termelt szotolon (3-
hidroxi-4,5-dimetil-2 (SH) furanon) egyike a legfontosabb 0sszetevoknek, amely

a jellegzetes ,,aszds” aromét adja (Ribéreau-Gayon és mtsi., 2000).

3.2. A 52016 élesztObidtdja

A borkészités soran el6fordulé éleszték  kiilonb6zé  forrdsokbdl
szarmazhatnak. Ilyenek a sz616 felszinérdl szarmazé élesztok, a borkészitéshez
hasznélt eszkdzokrol, berendezésekrdl eredd élesztok, melyek valdsziniileg a
sz0lor6l keriiltek oda korabban, valamint a starter kultdraként felhasznalt
élesztokészitmények torzsei. Ezen utdbbi élesztok a Saccharomyces cerevisiae,
és a S. bayanus bordszati élesztofaj képviseldi és azok fizioldgiai valtozatai.

A sz6l6bogydkon el6forduld élesztOk tipusat és szamat szdmos tényezd
hatdrozza meg. Ezek lehetnek a szOl0 fajtaja, foldrajzi fekvése, az éghajlat, a
sz010 érettségi foka, fizikai sériilésének foka, valamint az agrokemikalidk
alkalmazdsdnak mértéke (pl. Combina és mtsi, 2005; Raspor és mtsi., 2006). A
szOldiiltetvényen az élesztok szdrmazhatnak a talajbdl, a levegdbdl, a szé€l altal
szallitott porbdl, a kdrnyezd novényzetrdl, az esébdl, valamint a sz8léndvény
levelérol (Fleet és mtsi., 2002).

Az élesztOk koziil olyan fajok fordulhatnak eld a talajban, mint amilyen
példaul a Cryptococcus albidus, Cr. tereus, Cr. curvatus €s a Metschnikowia
pulcherrima, valamint Sporobolomyces és Candida fajok. A fermentativ élesztok,
mint a S. cerevisiae hidnyoznak, vagy nagyon kis populdciéban fordulnak eld

ebben a kdzegben (Fleet és mtsi., 2002).
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Az élesztéknek csupan kis populdcidit tudtdk azonositani a levegdbdl.
Koziilik a legszignifikdnsabbak a Sporobolomyces fajok (Gregory, 1973), de
Kloeckera, Metschnikowia, Candida, Cryptococcus és Rhodotorula fajokat is
izoldltak mar szOl6iiltetvényeken, és mas mezOgazdasagi teriileteken gyiijtott
levegdmintdkbdl (Ingram €s Liithi, 1961; Benda, 1964; Adams, 1964; Davenport,
1974).

Egyes kutatok ugy gondoljdk, hogy szoros oOsszefiiggés van a sz016
befertozése és a rovarok kozott. Szamos rovar - beleértve a méheket, darazsakat,
legyeket, muslicdkat - latogatja a sz6lonovényt. Ezek testérdl és
emésztorendszerébdl kiilonbozd élesztdket izoldltak, mint példaul Kloeckera,
Metschnikowia, Candida, Saccharomyces és Pichia torzseket (Phaff és Starmer,
1987; Benda, 1982).

Az elmult 100 évben szamos kutatd leirta azokat az élesztéfajokat, amelyek
kifejezetten a sz8l6bogyohoz kothetdek. Azonban ezen leirdsok j6 része mindségi
meghatdrozast nydjt, arra nem adnak valaszt, miért éppen azon fajok a
dominénsak, és milyen hatdsok befolydsoljak azok el6fordulasat.

A sz016 érését megel6zd éllapotban nem izoldlhaté sok élesztétorzs. A
teljes populdcié mérete alapvetden kevesebb, mint 10° cfu/g. A nem-fermental6
fajok koziil a Rhodotorula (Rh. glutinis, Rh. mucilaginosa, Rh. rubra),
Cryptococcus (Cr. albidus, Cr. laurentii, Cr. magnus, Cr. oriensis) és a Candida
(C. diffluens, C. famata, C. pulcherrima) fajok a domindnsak. Jollehet
Sporobolomyces (Sp. roseus), Sporidiobolus, Rhodosporidium és Aureobasidium
fajokat is taldltak, s6t néhany esetben Kloeckera apiculata/Hanseniaspora
uvarum-ot és M. viticola/C. kofuensis-t is (Fleet és mtsi., 2002; Prakitchaiwattana
és mtsi., 2004; Péter és mtsi., 2005).

Ahogy a szO0l0 halad elére az érési folyamatban, az élesztok egyre
gyakoribbak lesznek, a szamuk 10*-10° cfu/g-ra novekszik. Az éretlen dllapotra
jellemz6 fajok nagy része ekkor is izoldlhat6, de a K. apiculata és teleomorf

valtozata a H. uvarum tekintheté domindnsnak, a teljes populdcié 70%-at is
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elérhetik (Fleet és mtsi., 2002). Az érett sz016 domindns fajai kozé tartozik még a
M. pulcherrima (Fleet és mitsi., 2002). Raspor és mtsi (2006) érett szO16rdl
izolaltak Cryptococcus, Pichia, Rhodotorula, Sporobolomyces, valamint
Debaryomyces fajokat is.

A tulérett bogyd héja elveszti sértetlenségét, €s igy a belsé szovetekben
talalhat6 tdpanyagok hozzaférhetévé valnak a mikroorganizmusok szdmdra.
Ennek koszonhetéen az élesztopopuldcié szdma meghaladja a 10° cfu/g értéket
(Fleet és mtsi., 2002). Hasonl6an magas szamot érnek el az ecetsavbaktériumok,
tejsavbaktériumok és fonalas gombak.

A sz016 gombds fertdzottsége jelentdsen modositja az élesztdbidtat (pl.
Gandini, 1973). Kiilonb6zd rothadési folyamatok indulnak be, melyek sordn
megnd a C. stellata, C. krusei, M. pulcherrima fajok populdciéja, ugyanakkor
csokken az oxidativ anyagcseréjli, alacsony alkoholtolerancidji fajok szama, mint
a Rhodotorula, a Sporidiobolus és a Cryptococcus. Az aszisodott sz0l6n a
fermentativ, cukortiiré fajok, mint a Saccharomyces, Torulaspora és
Zygosaccharomyces szintén domindnsak a C. stellata mellett, a Kloeckera
populdcid itt visszaszorul (Domerque, 1957; Magyar, 1996; Bene és Magyar.,
2002, 2004; Fleet és mtsi., 2002; Magyar és Bene, 2006). Esetenként C. stellata
€s S. bayanus alkotjdk a mikrobidta 80 %- 4t (Sipiczki, 2001). Ezek a fajok j6l
alkalmazkodnak az alacsony Oszi hOmérséklethez és az aszidsodds sordn
bekovetkezett cukorkoncentracié novekedéséhez (Sipiczki, 2001).

Egészséges €s botrytiszes sz010rdl egyarant izoldltak Issatchenkia terricola
és H. opuntiae élesztoket is (Nisiotou és Nychas, 2007). Az aerob élesztészeri
fonalas gomba, vagy mdas néven ,fekete €lesztd” az Aureobasidium pullulans
szintén izoldlhaté egészséges és rothadt, valamint éretlen és érett sz616szemekrol
(Prakitchaiwattana és mtsi., 2004; Raspor és mtsi., 2006).

Régebben a S. cerevisiae kiilonboz6 véltozatait is a sz816bogy6é domindns
élesztéi kozé soroltdk, de a kutaték nagyobb része nem ért egyet ezzel az

allitdssal az utébbi évtizedekben elvégzett vizsgdlatok alapjan. A jelenlegi
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modszerekkel vagy nem izoldlhatok, vagy csak jelentéktelen szimban, mely nem
haladja meg az 50 sejt/g értéket, de ennél lényegesen alacsonyabb is lehet
(Eperjesi és mtsi., 1998; Fleet és mitsi., 2002). A lehetséges izoldtumok szdma
novekedhet a sz0616 érésének elorehaladtaval (Torok és mtsi., 1996; Fleet és mitsi.,
2002). Az érett, egészséges szOloszemek erjedése sordn Kkisebb szamban
mutathatok ki, mint a tdlérett, sejtfalstruktirdjukat vesztett sz6lészemek
fermentacidja esetén. Bizonyos tanulméanyok arra hivjak fel a figyelmet, hogy az
éghajlati tényezOk, mint az es6zés, homérséklet és a mezdgazdasigban
hasznélatos vegyszerek befolydsolhatjdk az eldforduldsukat és a tulélési
esélyeiket (Martini és mtsi., 1996; Fleet és mitsi., 2002). Mortimer és Polsinelli
(1999) szerint a kiilonbozd adatokat az eredményezi, hogy az egyes
szO0loszemeken taldlhatd élesztOk szamdra eltérd Okologiai feltételek adottak a
szOlofiirtokon beliili helyiiktdl fiiggden. Eredményeik alapjan a S. cerevisiae
torzsek eléforduldsa a sz8l6szemen 1 az 1000-hez. A legujabb kutatdsok alapjin
tehat elmondhat6, hogy a borélesztok eléforduldsa az iiltetvényen beliil ritka,
ugyanakkor a bordszati lizemek, pincészetek feliileteirdl, berendezéseirdl nagy
gyakorisaggal izolalhat6k Saccharomyces torzsek, amelyek a pincészet allando,
szelekcidés hatdsokra lassan modosuld, specifikus élesztobidtdjat képezik. A
mustok spontdn erjedését valdsziniileg ez a helyi populécié végzi (Martini, 1993;

Martini és mtsi., 1996).

3. 3. Szdlészeti és bordszati vonatkozdsu Candida fajok

Az elmilt években szdmos bordszati mikroorganizmusokkal foglakozé
kutatécsoport vizsgélta a sz610n és a borokban el6forduld Candida élesztfajokat.
A kutatdsok ramutattak arra, hogy a Tokaji borvidéken olyan gyakori C. stellata-
n kivill mas Candida fajok is el6fordulhatnak, ilyen példaul a C. zemplinina
(Sipiczki, 2003).

Tobb, C. stellata élesztétorzs fizioldgiai és boraszati tulajdonsagait vizsgald

cikk egymdsnak ellentmond6 eredményt kozolt. Ezek alapjan e faj vagy igen
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heterogén torzseket foglal magdba, vagy Osszetévesztették a hasonld fizioldgiai
tulajdonsdgokkal rendelkezé rokonfajokkal. A konvenciondlis taxondmiai
tesztek, valamint az ITS régi6 PCR-RFLP analizisének rutinszeri alkalmazisa
nem teszik lehetdvé a pontos taxondmiai hely meghatarozasat. fgy példéul a C.
stellata borészati tulajdonsdgainak vizsgalatahoz leggyakrabban felhasznélt torzs
a DBVPG 3827 a legijabb eredmények alapjdn egy masik, kozelrokon faj a
Starmerella bombicola torzse (Sipiczki és Csoma, 2005).

A Candida nemzettség az ismeretlen ivaros szaporoddsu, imperfekt
élesztdgombdk legnagyobb, és leginkdbb heterogén, rokonsdgi kapcsolatokat
tobbé-kevésbé nélkiil6z0 mesterséges nemzetsége.

A Candida fajnév hallatan dltaldban mindenkinek a humén patogén fajok
jutnak eszébe. Az opportunista Candida fajok immunszupressziv, daganatos
betegeknél okoznak nydlkahartya és szisztémds fert6zéseket. Az infekcidk
gyakorisdga, tekintettel a Candida megbetegedésekre, szdmos jarvanytani
tanulmany készitésére 0Osztonodzte a kutatdkat (pl. Clemons és mtsi., 1997;
Sullivan és mtsi., 1996). A C. albicans jelentds human patogén gomba, ami
szamos szervrendszerben okozhat sulyos problémdkat.

De a Candida-knak élelmiszeripari vonatkozdsai is vannak. Szamos faj
eldfordul kiilonbozd italokban és élelmiszerekben. Sz416rdl, és borbdl eddig 21
fajt izolaltak. Sz0616rdl izolaltdk a C. apicola, C.. intermedi, C. sorbosivorans, C.
bombicola, C. kofuensis, C. stellata, C. zemplinina, C. catenulata, C. paludigena,
C. cantarelli fajokat (Rosini €s mtsi., 1982; Barnett és mtsi., 1990; Eperjesi €s
mtsi., 1998; Bene és Magyar, 2002, 2004; Nisiotou és Nychas, 2007). Mustbdl a
C. apicola, a C. cantarelli, a C. diversa, a C. incommunis, a C. vinaria, a C.
veronae, C. zemplinina és a C. stellata fajokat mutattdk ki (Fleet és mtsi., 1984;
Barnett €s tarsai, 1990; Mills és mitsi., 2002; Sipiczki, 2003; Clemente-Jimenez és
mtsi., 2004). Borban a C. boidinii, a C. sake, a C. stellata, a C. sorboxylosa, C.

valida, a C. vini, a C. zemplinina, C. mesenterica, C. rugosa, C. zeylanoides, C.
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diversa és C. intermedia fajokat figyelték meg (pl. Barnett és mitsi., 1990;
Eperjesi és mitsi., 1998; Sipiczki, 2003).

A C. stellata egyes borvidékeken a sziirkerothaddsos, ill. aszisodott sz6l0,
valamint az ezekbdl késziilt borkiilonlegességek mikrobidtajaban gyakori, esetleg
domindns lehet (pl. Le Roux és mtsi., 1973; Rosini és mtsi., 1982; Antunovics és
mtsi., 2003; Magyar és Bene, 2006). Ennek a fajnak eredetileg két tipusdt
1zolaltak Németorszagban, tulérett sz010bol késziilt mustbodl
(,, Trockenbeerenauslese”) (Lodder és Kreger-van Rij, 1952; Kreger-van Rij,
1984). Az egyik tipust S. bacillaris-nak nevezték, jollehet ivaros szaporoddsra
utal6 spérdkat nem figyeltek meg ndla. A masik a S. stellatus nevet kapta, mivel
folyékony tdpkozegben csillagszerli sejtldncolatot alkotott. Ettdl fiiggetleniil
Olaszorszagban sz616rdl izoldltak egy harmadik tipust is, ez volt a Brettanomyces
italicus. Ezt a harom tipust egyesitették végiil a C. stellata név alatt.

A tanszéken vizsgalt, C. stellata-nak vélt izolatumok fizioldgiai vizsgélatai
sordn bizonyos torzsek cukor- (50%, 60% gliikoz) és hidegtiirése (10°C)
kiemelkedd volt. Ezen torzsek rRNS-ének 26S és 5.8S-ITS régidjanak nukleotid
szekvencia elemzése alapjdn j fajt irtak le C. zemplinina-ként (CBS9494")
(Sipiczki, 2003). A C. stellata tipustdrzs (CBS 157%) sejtjei kerekek, kevésbe
cukortlirfk, alkoholtlir6k és hidegtiir6k, mint az ovélis sejtekkel rendelkez6é C.
zemplinina (CBS 9494") (Sipiczki, 2003, 2004).

A botrytizalt sz6loszemeket a Tokaj borvidéken gyakran napokig, hetekig
taroljdk a bordszati lizemek teriiletén. Tanulmédnyok azt igazoljak, hogy a C.
stellata, C. zemplinina élesztotorzsek a taroldsa sordn valnak domindnssd, nem
feltétleniil a szdldiiltetvényeken (Bene és Magyar, 2004; Magyar és Bene, 2006).

A C. stellata/zemplinina a spontdn erjedés korai fazisdban jelenlévd
élesztobidta jellemzo tagja, az alkoholos erjedés sordn tovabb képes tilélni, mint
a legtobb nem-Saccharomyces élesztéfaj (Minarik és mtsi., 1978; Sipiczki 2001;
Antunovics és mtsi., 2003). A bor aroma-0sszetételére gyakorolt hatdsa nem

pontosan tisztdzott. Szdmos publikacié sziiletett errél, melyek ugy talaltdk, hogy
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jelenléte feltehetdleg Gsszefiigg a bor komplexebb és jobb aroma tartalmaval.
Specifikus aromakomponenseket (Soden és mtsi., 2000), nagy mennyiségl
glicerint (Ciani és mtsi., 2000; Soden és mtsi., 2000), borostydnkdsavat (Ciani és
Maccarelli, 1998), ecetsavat, acetaldehidet és észtereket termel (Shimizu és
Watanabe, 1981; Romano és mtsi., 1997). Mas szerzok ezzel ellentétben dgy
talaltak, hogy kevés glicerint (Clemente-Jimenez és mtsi., 2004), illetve kevés
ecetsavat (Povhe és Raspor, 2005) 4llitanak elo.

Azonban ezen torzsek legtobbje nem botrytizdlt borokbdl szarmazott és
1dokozben mds fajokba lettek atsorolva, mint példdaul a DBVPG 3827 C. stellata
torzs, mely a St. bombicola fajba tartozik (Sipiczki és mtsi, 2005). Nehéz
elkiiloniteni, hogy melyik adat, melyik Candida faj torzseihez tartozik.
Multistarter készitményekben S. cerevisiae-vel egyiitt egymas erjedésre gyakorolt
hatdsat pozitivan egészitik ki. A gliikkdz és a fruktéz fogyasztasban kiegészitik
egymast, a S. cerevisiae hasznositja a C. stellata altal termelt tobblet acetoint és
acetaldehidet, ami hozzdjarul a végso bor glicerintartalmdnak novekedéséhez
(Ferraro és mtsi., 2000). Mivel azonban ndvekedési rétdja jelentOsen
alacsonyabb, mint a S. cerevisiae-nek a ratdja (Sipiczki, 2004), és sejtjei
érzékenyek az etanolra (Constanti és mtsi., 1998), az alkoholtolerdnsabb

Saccharomyces torzsek altaldban tilnovik.

/////

/////

taxondmusok eldszor a morfologiai és fiziologiai tulajdonsidgaik alapjdn
kiilonitették el a fajokat egymdstol. Ezeknek a tulajdonsdgoknak a kore boviilt és
manapsag tobb osszefoglalé munka all rendelkezésre, melyek tartalmazzdk az
élesztdk meghatdrozdsdra szolgdlé teszteket, ilyenek példaul Barnett és
munkatdrsai (1990), valamint Kreger-van Rij (1984) 4ltal kiadott konyvek, de

internetes adatbdzis is segitheti a munkankat (www.cbs.knaw.nl). Vizsgélataink

17



sordn a konvenciondlis meghatdrozasi teszteket ezen szakirodalmi adatok
felhasznéldsaval végeztiik.

Kidolgozottsdguk ellenére, ezen modszerek sok esetben félrevezetd
eredményekre vezethetnek. A fizioldgiai tulajdonsdgok fajon beliil, torzsenként
véltozdak lehetnek. Ezen kiviil a tesztek id6- és munkaigényesek, gyakran 60-90
paraméter vizsgdlatdt jelentik, ami kiértékeléséhez 1-3 hét sziikséges. Az elmult
évtizedben, hogy javitsanak a konvenciondlis tesztek hatékonysdgan, gyors
kitteket fejlesztettek ki az élesztOk meghatarozdsara. Ezeket eredetileg a klinikai
diagnosztikdban alkalmaztdk, koriilbeliil 40-60, gydgydszati szempontbdl
lényeges élesztdgomba faj meghatdrozasara (Dedk, 1993).

A molekuldris bioldgia fejlédésével uj technikdk jottek létre, melyek a
DNS, RNS, vagy a fehérjék hasonldsdgai, vagy eltérései alapjan identifikéltdk a
fajokat. Ezen mddszerek kozé tartoznak az alloenzim mintdzatok vizsgélata
(Naumov és mitsi., 1997), DNS-DNS hibridizdcié (pl. Vaughan Martini és
Martini, 1985, 1987; Torok és mtsi., 1993), elektroforetikus kariotipizdlds (pl.
Torok és mitsi., 1993; Guillamon €és mtsi., 1996; Sipiczki és mitsi., 2001;
Antunovics és mitsi., 2005), valamint a random amplifikdlt DNS polimorfizmus
(RAPD) vizsgalata mikroszatelitekkel, vagy azok nélkiil (pl. Baleiras Couto és
mtsi., 1996; Cadez és mtsi., 2002; Caruso és mtsi., 2002; Walczak és mtsi.,
2007). Ilyen médszer még a kromoszomdélis DNS, vagy a mitokondridlis DNS
megsokszorozdsa polimerdz lancreakciéval (PCR) és ennek hasitdsa restrikcios
endonukledzokkal (RFLP), valamint a PCR termék denaturdlt gridiens gél
elektroforézisének (PCR-DGGE) vizsgdlata (Cocolin és mtsi., 2000; Mills és
mtsi., 2002; Prakitchaiwattana és mtsi., 2004.).

A PCR technikén alapulé mddszerek a legmegfeleldbbek a gyors és pontos
élesztofaj, illetve torzs meghatdrozashoz. Kutatok kedvelt objektuma az RNS-t
kédolé6 DNS (rDNS), mellyel a nagyon véltozatosan jelen 1€v0 élesztok és
gombadk faji szinten vald elkiilonitésére is lehetdség nyilt (pl.: Baleiras és mtsi.,

1995; Johnson és mtsi., 1994; O’Donnel és Gray, 1995; Williams és mtsi., 1995).
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A megkozelités alapja a rDNS konzervativ mivolta: az egyazon fajhoz tartozé
egyedek ugyanazzal, vagy nagyon hasonlé szekvencidval rendelkeznek, mig a
filogenetikai tdvolsdg mértékével az rDNS szekvencia-beli kiilonbség nd.

A tRNS-t kédolé kromoszémalis régié ITS1-5.8S rRNS-ITS2 (internal
transcribed spacer) szakaszanak polimerdz lancreakcidja az egyik alkalmazott
modszer (pl. Valente és mtsi.,, 1996; Guillamon és mtsi., 1998; Montrocher és
mtsi., 1998; Esteve-Zarzoso és mtsi., 1999; Sipiczki, 2003, 2004). Ebben a
régiéban helyezkedik el az 5,8S rRNS-t k6dol6 konzervalédott gén, valamint a
kozrefogd nem-kodold, varidbilis transzkripcidés hézagok az ITS1 és az ITS2,
melyek nagy interspecifikus méretbeli variabilitdst, de kis intraspecifikus
polimorfizmust mutatnak (pl. Granchi és mitsi.,, 1999). Ha kiilonb6z6
borélesztoket kell meghatdroznunk, ezen analizis révén kapott PCR termékek a
fajra specifikus méretet mutatnak (pl. Guillamon és mtsi., 1998; Esteve- Zarzoso
és mtsi., 1999).

Mais, sejtmagban taldlhaté (MET2) (pl. Masneuf és mtsi., 1996; Nguyen és
mtsi., 2000; Antunovics és mtsi., 2005; Le Jeune és mtsi.,, 2007) és
mitokondridlis (ATP8, ATP9, SSU, COX2) gének és régiok, mint az NTS2 PCR-
RFLP analizise alkalmas a Saccharomyces sensu stricto csoportba tartoz6 fajok
elkiilonitésére (Groth és mtsi., 1999; Gonzailez és mtsi., 2006).

Ha az amplifikditumokat restrikciés endonukledzokkal is emésztjiik,
alaposabb médszerhez jutunk, amit PCR-RFLP-nek neveziink (pl. Guillamon és
mtsi., 1994; Oda és mtsi., 1997; McCullogh és mitsi., 1998; Granchi és mtsi.,
1999; Fernandez-Espinar és mtsi., 2000; Clemente-Jimenez és mitsi., 2003;
Nisiotou és mitsi., 2007). Az egyes enzimek a kiilonboz6 eredetli PCR-termékeket
kiillonbozoképp vagjdk, amennyiben azok nukleotid sorrendje eltérd. Ennek
koszonhetden, valtozo hosszisagu fragmenteket kapunk az egyes fajok esetében.
Az ITS régi6 azonban fajon beliil is lehet varidbilis és el6fordul az ellenkezdje is,
hogy az Aéltaldnosan haszndlt restrikciés endonukledzok nem mutatnak ki

kiilonbséget eltérd fajok kozott sem.
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Az egyértelmiibb meghatirozdsok érdekében a szakirodalom mind
elterjedtebben tdmaszkodik a riboszéma nagy alegységében taldlhaté 26S rRNS
D1/D2 doménjét kédold kromoszémalis szakasz szekvencia elemzésére. A 26S
rRNS evolidciés értelemben nagyon konzervalt. Kurtzman és Robnett (1997)
vizsgdlatai szerint, ezen régi6é 1%-ot meghaladd szekvenciakiilonbsége alapjan a
vizsgélandé torzsek mdr kiilon fajba sorolhatdak. Az aszkomicétesz élesztdfajok
legtobbjénél, mint ’'molekuldris ujjlenyomat’-ré6l beszélhetiink réla. Ennek
megfelelden felhaszndlhatdé a Candida fajok filogenetikai kapcsolatainak
meghatdrozasdra is (pl. Rosa és Lachance, 1998; James és mtsi., 2001; Sipiczki,
2003; Sipiczki és mtsi., 2005; Csoma és Sipiczki, 2008).

Ugyanigy alkalmas a bazidiomicétesz élesztdgombdk  fajszintii
elkiilonitésére (pl. Fell és mtsi., 2000; Sampaio és mitsi., 2001; Takashima és

mitsi., 2003).

3.5. A Szarvas, Kirdly és Bakonyi dulék jellemzése (Miller Istvén,
allomdsvezetd, személyes kozlése alapjan)

2002-2004 kozott a Tokaj borvidék harom ismert szOlGiiltetvényén, a
Szarvas, Kirdly és Bakonyi dillokben, gytjtottiink szoloszemeket, amiknek a
késdbbiekben megvizsgaltuk az élesztObidtajat.

A Tarcal hatdrdban fekvd Szarvas diilé a torténelem sordn kincstdri
birtokként szerepelt. 1950 végén a megalakult Sz0lészeti és Bordszati Kutatd
Intézet kezelésébe keriilt at. Az allamositast kovetden boviilt a teriilet, ebbdl a
szOldteriilet kozel 50 ha lett. 1982-2004 kozott a Tokaj KereskedOhdz létta el a
kezelSi teendSket. 2005-t61 a foldteriilet tulajdonosa a Magyar Allam Nemzeti
Foldalapja. Az iiltetvény tulajdonosa és kezeldje a FVM Sz0lészeti és Bordszati
Kutaté Intézete, Kecskemét. Talajtipusat tekintve 16sz talajképzd kdzeten
kialakult barna erddtalaj. Déli kitettségli a teriilet, lejtési szoge kisebb, mint 15%.
A mintdzdsi teriileten 1€vo iltetvényt 1985-ben telepitették udjra, 3,5 x 1,0 m

térallast alakitottak ki. Miivelésmoédjat tekintve magas kordon. A vizsgélt fajta a
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Furmint volt, mely a borvidéken telepitésre engedélyezett egyik fajta. Tokéje
erds, termoképessége kivalo, késon érik, beldle magas cukor- és savtartalmu bor
készithetd. Az egyik legjobban aszisodo fajta Hegyaljan.

A madi szOloteriiletekhez tartozé Kirdlydild a II. vildghdbord utdni
llamositds révén keriilt a Tarcali Allami Gazdasig kezelésébe, és 2005 ota az
FVM Szdlészeti és Bordszati Kutatd Intézete, Kecskemét kezeli. Talajtipusat
tekintve nyirok talajképzé kozeten kialakult barna erdétalaj. Dél-délkeleti
kitettségli a teriilet, lejtési szoge kisebb, mint 5%. 2,0 x1,0 m téréllasu,
kozépmagas kordon miivelésti, Furmint sz610 fajtaja iiltetvényt alakitottak ki.

A Bakonyi dil6 a Kincstari Birtokhoz tartoz6 pince és uradalmi kastélyhoz
tartoz6 teriilet, amely a megalakulds 6ta a tarcali Kutaté Allomds kozpontja. A
szOloteriilet jelenleg 1,86 ha. Losz alapkdzeten kozépmagas kordonmiivelés
mellett termesztenek szOl6t dél-délnyugati fekvésl teriileten. Az itt mintdzott

szOl6fajta Zéta volt.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Taptalajok

A kisérletek soran felhasznalt taptalajok Osszetételét a 1. tablazat tartalmazza

(Kreger-van Rij, 1984).

1. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt taptalajok Osszetétele

Komplett téptalajok Minimadl taptalajok
YEPL pH: 5.0 SML

1,0 g élesztokivonat
(Scharlau 07-079)

0,5 ¢ (NH.)>SO4 (Spektrum-3D 5.040400)
0,1 ¢ KH,PO, (7,4 mM)

1,0 g pepton (Spektrum-3D 3.11047)
(Spektrum-3D M7155) 0,05 g MgSO4x7H,0
2,0 g gliik6z (Spektrum-3D 5.390085)
(Spektrum-3D 3.07052) 1,0 g gliik6z

100 pl Wickerham vitamin-oldat
YEPA pH: 5.0
100 ml YEPL SMA
2,0 g por agar 100 ml SML

2,0 g por agar
Spoéraztato taptalajok
acetat agar YMpH: 5.5

1,0 g K-acetat
(Spektrum-3D 3.11036)
0,1 g élesztékivonat
0,05 g gliikkéz

2,0 g por agar

0,3 g malata kivonat (Sigma M0383)
0,3 g élesztOkivonat

0,5 g pepton

1,0 g gliikoz

2,0 g por agar

5% gliikdz-malata agar pH: 5.4

3,0 g malata kivonat
0,5 g pepton

5,0 g gliik6z

1,5 g por agar

burgonya-dextréz agar pH: 5.6

39 g burgonya-dextrdz agar
(Spektrum-3D M.1483.0500)
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1. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalr6l

5% Gliik6z-0,5% CaCOs agar

1%-o0s ecetsavat tartalmazé taptalaj

pH: 5.0

0,5 g élesztékivonat
5,0 g gliikoz

10 g gliik6z
1,0 g tripton (Scharlau M7119)
1,0 g élesztokivonat

0,5 g CaCOs 2,0 g por agar

2,0 g por agar Iml jégecet (Spektrum-3D 5.010342)
Nickerson Agar (Biggy)

pH: 6.8

1000 ml desztillélt vizben
44 g Nickerson agar (Scharlau M1137)

4.2. Reagensek és oldatok

A kisérletek sordn felhaszndlt reagensek és oldatok Osszetételét az 2. tablazat

tartalmazza (Sambrook és mtsi., 1989.; Barnett és mtsi., 1990; Kreger-van Rij,

1984).

2. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott reagensek és oldatok osszetétele

IXTE

100 ml desztillalt vizben, pH: 8
I ml I M Trisma Base (Sigma T 6066)
2ml 0,5 M EDTA (Sigma E 5134)

IXTBE

990 ml millipore vizben, pH: 8
10 ml 10xTBE

10xTBE

1000 ml millipore vizben, pH: 8
109,0 g Trisma Base (Sigma T 6066)
55,6 g Borsav (BioRad 161-0751)
40,0 ml1 0,5 M EDTA

0,65 M-os KCl oldat

1000 ml millipore vizben, pH: 8
48,45 g KCI (Spektrum-3D 56750)

5 M-os K-acetat oldat

1000 ml millipore vizben, pH: 8
490,7 g K-acetit (Spektrum-3D 3.11036)

3 M-os Na-acetat oldat

1000 ml millipore vizben, pH: 8
246 g Na-acetat (Sigma S-7899)
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2. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrdl

10%-0s SDS

100 ml desztillalt vizben
10 g Na-dodecil-szulfat (Sigma L-5750)

3 M-os Na-acetat oldat

1000 ml millipore vizben, pH: 8
246 g Na-acetdt (Sigma S-7899)

Lizis puffer
100 ml desztillalt vizben

10 mM Tris (BioRad 161-0719) pH:8
0,45 M EDTA (Sigma E 5134) pH:8
1% SDS (Sigma L 5750)

0.5 M EDTA

1000 ml desztillalt vizben

23 g NaOH (Spektrum-3D
3.14054)

186,1 g EDTA (Sigma E 5134)

T1 oldat
100 ml desztillalt vizben

T2 oldat
100 ml desztillalt vizben

1M szorbit (Spektrum-3D 3.19106) ;8 211:/[4 Erﬁfflic(lsfﬂfnﬁ 5134)
0,1 M EDTA. (Sigma E 5134) pH:8 OH:S &
CPES

CPE

100 ml desztillalt vizben

40 mM citromsav (Spektrum-3D
3.03125)

120 mM Na,HPO,

20 mM EDTA

100 ml desztillalt vizben
40 mM citromsav
120 mM Na,HPO, (Spektrum-3D
3.14038)
20 mM EDTA
1,2 M szorbit

0,1 %-os Cikloheximid

100ml desztillalt vizben

0,1 g cikloheximid (Sigma C-7698)
2,5 ml aceton (Spektrum-3D 3.01037)
6,7 g Difco-N-base (Difco™ 239210)
10 g gliik6z

Gél-festo puffer

100 ml desztillalt vizben

0,25 g bromfenol-kék (Spektrum-
3D 5.070125)

0,25 g Xilén cianol FF (Sigma X-
2751)

0 g szachar6z (Sigma S-0389)
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2. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrdl

Wickerham vitamin-oldat

1000 ml desztillalt vizben

0,2 mg folsav

0,2 mg biotin (Reanal 02097)

40 mg Ca-pantotendt (Reanal 11014)

200 mg inozitol

40 mg niacin

20 mg p-amino-benzoesav

40 mg piridoxin.HCI (Reanal 16040)

40 mg aneurin.HCI /tiamin/ (Sigma T-44562)
20 mg riboflavin
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4.3. Kisérletek soran felhasznalt élesztotorzsek

3. a. tablazat: A vizsgdlatok sordn felhasznalt sajat izolatumok

Tanszéki

e Torzs megnevezése | Szarmazas
11-81 4a.4.16. 2003, sz616
11-82 4a.4.42. 2003, sz616
11-83 5a.2.35. 2003, sz616
11-84 5a4.16. 2003, sz616
11-85 6a.4.1. 2003, sz616
11-88 T1.3.29. 2003, sz616
11-89 T1.3.46. 2003, sz616
11-90 12.2.39. 2002, sz016
11-91 12.2.46. 2002, sz616
11-92 12.2.52. 2002, sz616
11-93 12.2.57. 2002, sz616
11-94 12.3.84. 2002, sz616
11-95 12.5.12. 2002, sz616
11-96 13.5.1. 2002, sz616
11-97 14.1.15. 2002, sz616
11-98 15.2.23. 2002, sz616
11-99 15.3.65. 2002, sz616
11-100 16.3.1. 2002, sz616
11-101 16.4.20. 2002, sz616
11-102 17.3.1. 2004, sz616
11-103 2.1.59. 2002, sz616
11-104 2.3.75. 2002, sz616
11-105 7.2.31. 2003, sz616
11-106 10.2.42. 2003, sz616
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3. a. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrdl

Tanszéki

e Torzs megnevezése | Megjegyzés
11-107 10.5.11. 2003, sz616
11-108 6b.1.3. 2003, sz616
11-109 6b.4.46. 2003, sz616
11-110 2.1.55. 2002, sz616
11-111 15.2.2. 2002, sz616
11-112 3.2.31. 2002, sz616
11-113 3.2.32. 2002, sz616
11-114 4.1.37. 2002, sz616
11-115 6.2.11. 2002, sz616
11-116 6.3.60. 2002, sz616
11-117 T1.2.30. 2003, sz616
11-118 4.3.34. 2003, sz616
11-119 4.3.35. 2003, sz616
11-120 4.3.56. 2003, sz616
11-121 4.3.57. 2003, sz616
11-122 5.1.32. 2003, sz616
11-123 5.1.33. 2003, sz616
11-124 T2.3.1. 2003, sz616
11-125 T2.3.3. 2003, sz616
11-126 10.5.12. 2003, sz616
11-127 5.3.51. 2003, sz616
11-128 5.3.52. 2003, sz616
11-129 17.1.1. 2004, sz616
11-130 17.1.8. 2004, sz616
11-131 18.5.1. 2004, sz616
11-132 30.1.1. 2004, sz616
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3. a. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrdl

Ta’1,1.s Zéki, Torzs megnevezése | Szarmazas
gyljteményben
11-133 30.1.34. 2004, sz016
11-134 31.4.46. 2004, sz016
11-135 25.1.1. 2004, sz016
11-136 25.1.46. 2004, sz016
11-137 25.4.55. 2004, sz016
11-138 26.1.35. 2004, sz016
11-139 26.1.53. 2004, sz016
11-140 26.3.37. 2004, sz016
11-141 27.2.36. 2004, sz616
11-142 [I.ME1 Tokaji Esszencia
11-143 IV.ME4 Tokaji Esszencia
11-144 LVM4 Tokaji Esszencia
11-145 I.LOE16 Tokaji Esszencia
11-146 II.OE17 Tokaji Esszencia
11-147 [II.OE26 Tokaji Esszencia
11-148 I.LDE1 Tokaji Esszencia
11-149 I.SE1 Tokaji Esszencia
11-150 II.SE12 Tokaji Esszencia
11-151 LLLA3 Tokaji Esszencia
11-152 II.LA6 Tokaji Esszencia
11-153 II1.LA45 Tokaji Esszencia
2.3.24. 2002, sz616
11.1.28. 2002, sz016
7.3.10. 2003, sz016
4a.3.11. 2003, sz616
23.3.3. 2004, sz016
31.4.32. 2004, sz016
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3. b. tablazat: A vizsgélatok sordn felhaszndlt egyéb gylijteményi torzsek

Tanszéki

Eredeti

Torzs

e N . Szarmazas

gyujteményben | gyiijteményben | megnevezése

10-619 ABT 804 C. stellara | Balzsamecet (L. Solierd)
Olaszorszag ©

10-620 C3 C. stellata Olaszorszag (P. Romano)

10-623 C2 C. stellata Olaszorszag (P. Romano)

10-624 C. stellata S;élérc’il (F. Rodriguez-
Vico), Spanyolo.

11-1 CECT 11969 C. stellata Sz616rél, Spanyolorszag

11-3 RIVE 3-16-1 C. stellata Sz616rdl (E. Minarik), Bratis.

11-4 RIVE 3-16-2 C. stellata Sz0616r6l (E. Minarik), Bratis.

11-6 CBS 1713 C. stellata Borbdl, Olaszorszag

11-7 CBS 1779 C. stellata Erjedd teasorbol

11-8 CBS 2649 C. stellata Sz616mustbdl, Franciaorszag

11-9 CBS 2799 C. shehatae Talajbol, Dél-Afrika

11-10 CBS 6100 C. stellata

11-16 CBS 843 Stasa 222

11-17 FAW 70 Stasa 198 52616161 (P. Hoffmann),
Svéjc

11-18 FAW 3 Stasa 8 (A. Viv), Svijc

11-19 Rbst 9-00 Stasa4d4 | S20L0rGl (P Hoffmann),
Svijc

11-20 Rst 98/10/7 Stasa 2 14 Sz616r61 (P. Hoffmann)

11-27 Y 00687* C. stellata

11-28 Y 00714* C. stellata

11-29 Y 00688* C. stellata

11-30 Y 01025+ C. stellara | Dmmyerol (G- Peten).
Magyarorszag

11-31 KE 402.86.02.19. | C. stellata

11-32 Y 00713* C. stellata

11-60 CBS 4729 C. stellata Muslicardl, USA

11-61 DBVPG 4171 C. stellata Sz616mustbdl, Olaszorszig

11-62 DBVPG 3176 C. stellata Virdgrol, Olaszorszag

11-63 DBVPG 6714 C. stellata CBS 157", Németo.

11-64 DBVPG 3175 C. stellata Virdgrol, Olaszorszig

11-65 DBVPG 3826 C. stellata Talajbdl, Olaszorszag

29




3. b. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalr6l

Tanszéki Eredeti Torzs , )
e ) s ) ) Szarmazas

gyljteményben | gyiijteményben | megnevezése

11-66 DBVPG 3711 C. stellata Ruedos Aguilar, Spanyolo.

11-67 DBVPG 4120 C. stellata Sz616r61, Gorogorszag

11-68 DBVPG 4121 C. stellata Sz616mustbdl, Szlovénia

11-69 DBVPG 4122 C. stellata Szol6mustbol, Szlovénia

11-70 DBVPG 4124 C. stellata Szol6mustbol, Szlovénia

11-71 DBVPG 6715 | C. stellata CBS 843 Sz6l6rol,
Németorszig

11-72 DBVPG 3708 C. stellata Fumane, Olaszorszig

11-73 DBVPG 4126 C. stellata Szol6mustbol, Szlovénia

11-74 DBVPG 3932 C. stellata Sz616mustbdl, Olaszorszag

11-75 CBS 6101 C. stellata

11-78 CCY 26-13-1 | C. stellata 52016r6l (E. Minarik),
Szlovakia

11-79 CCY 26-132 | C. stellata Sz6lorél (E. Minarik),
Szlovakia

11-80 CCY 26-10-7 | C. stellata Sz6lorél (E. Minanik),
Szlovakia

3. c. tablazat: A vizsgalatok sordn felhasznalt kontrolltorzsek

To’rzskonyw Hivatkozas L0z P Megjegyzés
Szama megnevezese
10-372" CBS 9494 C. zemplinina | Borbol (M. Sipiczki) Magyaro.
10-4327 CBS 157" C. stellata Sz616161, Németorszdg
10-514N° CBS 732" | Z rouxii Stiritett mustbél, Olaszorszég
10-198" CBS 380" S. bayanus Sorbél

YGSC X .
S288¢ 4005-11A S. cerevisiae

s Tokaji Esszenciabol

10-541 AES Z. bailii (H. Csoma), Tokaj
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Jelmagyarazat a 3. tablazathoz:

YGSC: Yeast Genetic Stock Center, Berkley, USA

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Netherlands

*NCAIM: National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms,
Budapest

DBVPG: Collezione dei Lieviti Industrial, Dipartimento di Biologia Vegetale,
Universita di Perugia, Perugia, Italy

Stasa: Collection of University of Applied Sciences Widenswill, Switzerland
CECT: Coleccion Espaiola de Cultivos Tipo, Universidad de Valencia, Spain
CCY: Culture Collection of Yeasts, Centre of Chemical Research of the Slovak
Academy of Science, Bratislava

RIVE: Research Institute for Viticulture and Enology, Bratislava

©: Solieri és mtsi., 2006

4.4. Modszerek

4.4.1. Sz0l6szemek gytijtése

A koriilményekhez mérten mindhdrom szinhelyen olyan szdlofiirtoket
valasztottunk ki, amelyek lehetdleg az aszisodas valamennyi stddiumat mutatd
szOloszemeket tartalmaztdk. Valamennyi fiirtot lefényképeztiik, majd mindegyikrol
kivélasztottunk minden aszisodasi stidiumbdl egy-egy szemet (1. abra). Ezeket
kiilon-kiilon kiemeltiik steril csipesszel és kiilon-kiilon steril lombikba helyeztiik.
Ezeknek a stddiumoknak megfelelden (1) egészséges, (2) még 1éduds, de (3) mar
barnul6, (4) toppedt, valamint (5) tOppedt Botrytis-novedékkel (micélium

konidium-tartékkal) benétt sz6l6szemeket gytijtottiink be.
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1. ép

2. még lédus

3. barnulo
4. toppedt
5. aszu

1. abra: 2004-ben, Madon, a 22. firtrél gyijtott, az aszisodas kiilonbozo

stadiumaban 1év0 sz0l6szemek

4.4.2. Sz0618szemek feltdrasa

A feltards steril fiilke alatt tortént. Minden szdloszemre 5 ml-nyi steril
desztillalt vizet toltottiink, majd a szélészemeket alaposan szétnyomkodtuk és a
kapott masszat vortexeltiik. A keletkezd szuszpenziokbol kis mennyiségeket YEPA
agarra szélesztettiink (A minta). A maradékbol 1 ml-nyit 5 ml folyékony YEPL-be
oltottunk, amit 20 6rdn keresztiil szobahdmérsékleten tartottunk, majd abbdl is
mintdkat szélesztettink YEPA agarra (B minta). A 20 Ords tenyészeteket
mikroszkopban is megnéztiikk. Mind az "A’, mind a B’ mintdkbdl olyan YEPA
agarra is szélesztettiink, amelyhez 2% DMSO-t (dimetil-szulfoxid, Sigma D-8779)
adtunk a penészek novekedésének lassitdsa érdekében. A csészéket ezutan 25°C-on

inkubaltuk 3-5 napig.
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4.4.3. Mintavétel borokbol

A bormintdt (5 ml) minden esetben a szdrmazds helyén, az adott
boraszatban, vettiik, steril kémcsovet és pipettat haszndlva, hogy elkeriiljiik az
esetleges kiils0 befert6zést. A mintdb6l komplett taptalajra (YEPL)

szélesztettiink.

4.4.4. Az élesztotelepek izoldlasa

Mind az éleszt6-, mind a penésztelepeket szabad szemmel és sziikség esetén
kis nagyitasu mikroszképpal is megvizsgaltuk. A telepmorfolégia (pl. telepszin,
telepfelszin, taptalajba diffunddlé szinanyagok képzése, konidiumok szine, stb.)
alapjan tipusokba soroltuk a telepeket és meghatdroztuk a tipusok kozotti
aranyokat. Ezutdn minden mintdbdl izoldltunk kiilonall6 élesztételepeket (max.
50 db-ot) komplett taptalajra (YEPA), iigyelve arra, hogy valamennyi tipusbdl
keriiljon az izoldtumok kozé. Ahol 50-nél kevesebb telep nétt ki, valamennyit
izoldltuk. 4 napon 4t inkubdéltuk 25°C—os termosztdtban. A késObbiekben ezeket

az egy izolatumbdl all6 telepeket haszndltuk a taxondmiai meghatdrozdshoz.

4.4.5. Konvenciondlis fajmeghatarozasi médszerek

A vizsgalatok sordn a szakirodalmakban (Kreger-van Rij, 1984; Barnett €s
mtsi., 1990; Scorzetti €s mtsi., 2000; Kurtzman és Droby, 2001; James és mtsi.,
2001; Takashima és mtsi., 2003; Molnér és Prillinger, 2005) és nemzetkozi
adatbazisokban (http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/) taldlhat6 faj-meghatdrozasi

teszteket €s eredményeket hasonlitottuk dssze a sajat izoldtumok eredményeivel.
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Morfoldgiai vizsgalatok

Az élesztotelepek, illetve sejtek morfologidjat YEPA taptalajon (2.
tablazat), 3 napon 4t 25°C-on novesztett tenyészetek esetében vizsgaltuk. Az
éleszté  telepeket Olympus Camedia C-2000 Zoom tipusu digitalis
fényképezdgéppel, mig a sejteket Olympus BH-2 mikroszkoppal, valamint ahhoz
csatlakoztatott Olympus DP70-es kamerdval figyeltik meg, valamint
fényképeztiik le.

Asszimildcidés és novekedési tesztek (Barnett é€s mtsi., 1990; Kreger-van Rij,

1984)

Az el6z8 pontban izoldlt valamennyi izoldtumot YEPA tdptalajra (2.
tablazat) oltottuk. Harom napos 25°C-on tortént inkubdlds utdn a novedékeket
13-féle olyan SMA tdptalajra replikdztuk, amelyekkel tesztelhettiik a szén- és
nitrogénforrds-hasznositdsi képességeiket. A tdptalajokban ugyanis vagy a
gliikozt cseréltiik le valamilyen mds szénforrassal (galaktoz, ramndz, szacharoz,
maltoz, mellibioz, cellobioz, raffinoz, mannit, glicerol, citrdt) vagy az NH4NO;-t
valamilyen mds nitrogénforrassal (lizin, nitrit, nitrdt) (Spektrum-3D).

Ezen kivill vitaminmentes, és etanolt tartalmaz6 SMA tdptalajokat
hasznaltunk fel. Replikdzas utdn inkubalas kovetkezett 25°C-on. Minden esetben

YEPA-ra is replikdztunk, de az inkubdlds ebben az esetben 37°C-on tortént.

Spoéraztatas

Vizsgdlataink sordn kiillonb6z0 spdrdztaté tdptalajokat haszndltunk fel,
mivel a kiilonboz6 élesztétorzsek eltérd koriilmények kozott spordzhatnak
megfelelden (Kreger-van Rij, 1984).

Komplett tdptalajon (YEPA) 1€vé négy napos élesztételepeket K-acetétos,
YM (éleszté-maldta extraktos), valamint 5% gliikéz-maldta extraktos (Oxoid)
sporaztatd tdptalajra oltottunk (2. tablazat). A csészéket 25°C-os termosztitban

inkubdltuk, és 5, 10, 15, 20, 30 nap, valamint két hénap milva ellendriztiik a

34



sporazasi eredményeket. Kenetet készitettiink, és mikroszképpal vizsgéltuk a
sejteket. A hasonlé6 mddon eldkészitett Metschnikowia sp. élesztdtelepeket 1:9
ardnyban higitott burgonya-dextrézos agarra oltottuk és 10°C, valamint 16°C-on

inkubaltuk és hetente ellendriztiik (Péter és mitsi., 2005).

Cikloheximid-rezisztencia vizsgalat

5 ml 0,1% cikloheximidet tartalmazé oldatba friss élesztOtenyészetet
oltottunk be és 25°C-on 2 hétig inkubdltuk. Folyamatosan vizudlisan nyomon
kovettik a  tenyészetek  sejtslirliségének  valtozdsat. A kisérlethez
kontrolltorzsekként H. wuvarumot (10-511), ez a torzs rezisztens a 0,1%-os
cikloheximid koncentraciora, és S. cerevisiae (S288c), valamint C. stellata (10-
432) torzseket hasznaltunk, mivel ezek a torzsek nem rendelkeznek cikloheximid
rezisztenciaval (Barnett s mtsi., 1990).

A tenyészetek sejtsiiriségét 0 idOpontban, valamint 2 hét elteltével, 600 nm-en

spektrofotométerrel szintén megmértiik (Beckman DU®-50 Spektophotometer).

1%-0s ecetsav-tolerancia vizsgalata

Miutdan a 10% gliikézt, 1% triptont, 1% élesztokivonatot és 2% agart
tartalmazé téptalajt (1. tablazat) sterilizéltuk és 45°C-ra lehiilt, 1ml jégecetet
adtunk hozzd. Harom napos, dltalunk meghatdrozni kivant friss sejttenyészetet
oltottunk rd. 25°C-on 6 napig inkubdltuk, majd ellendriztiik, hogy kindttek-e a

telepek.

Fermentacids vizsgalatok

A fermenticiés teszteket 5-5 ml tdpfolyadékban végeztilk, Durham
csovekkel kiegészitve. A tapfolyadékok alapja YEPL, de a gliikozt a vizsgalni
kivant cukorral (fruktoz, galaktoz maltoz, szacharoz, melibioz, laktoz, cellobioz,
raffinoz, keményito, xiloz, trehaloz, vagy melizitoz) helyettesitettiik. Fermental6

tenyészetek esetén a Durham csovekbe CO; keriil, mig a nem fermental6knal
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nem Keletkezik ilyen buborék. A tenyészeteket 25°C, illetve 16°C-on inkubéltuk
2 hétig. A tenyészeteket ellendriztiik 3, majd 14 nap elteltével. A fermenticid
mértékét -, valamint +, 2+, 3+, 4+, 5+, 6+ értékekben adtuk meg, attdl fliggden,

hogy a Durham cs6ben mekkora buborék gyiilt 6ssze.

4.4.6. Molekuldris taxondmiai vizsgélatok

Genomidlis DNS izolalasa élesztobo6l

A genomidlis DNS sejtekbdl valé kivondsat Querol és mtsi (1992) leirdsa
alapjan végeztiik. Egy éjszakds, 25°C-on inkubdlt 10 ml-nyi sejttenyészet 4000
rpm fordulatszdmon, 10 perces centrifugdldsa (Beckman J2-HS) és mosdsa utan
az iiledéket 2 mg/ml Zymoliase 20T (ICN)-t tartalmazé 500 ul T1 oldatban
oldottuk és 1 6ran 4t 37°C-on tartottuk. 2500 rpm fordulatszdmon 10 percig
torténd centrifugdlds (Heraeus Biofuge) utdn az iiledéket 50 ul 10% SDS-t
tartalmazé 500 pl T2-ben szuszpendaltuk, €s ismét inkubdaltuk 30 percig 60°C-on.
200 pl, 5 M K-acetat hozzdaddsa €s azonnali jégre helyezése, valamint 30 perc
jégen tartdsa utdn 10000 rpm fordulatszamon 15 percig centrifugédltuk 4°C-on
(Eppendorf Centrifuge 5804R).

A lecentrifugdlt folyadék feliilusz6jdhoz 700 ul 2-propanolt (Spektrum-3D
3.16085) adtunk, majd udjra centrifugaltuk 10000 rpm fordulatszamon 15 percig
4°C-on, majd a kapott csapadékot 70%-os etanollal tisztitottuk. Az etanol
eltdvolitdsa utdn a csapadékot 400 ul desztilldlt vizben oldottuk. 40 ul, 2,5 M Na-
acetattal (Sigma S-7899) és 1000 pul 100% etanollal (Spektrum-3D 3.05032)
torténd kicsapast kovetden ujra lecentrifugédltuk 10000 rpm fordulatszdimon 15
percig 4°C-on. Centrifugéldst kovetd 70%-os etanolos mosdssal fejeztiik be a
DNS kivonasat.

A kapott DNS-t 1xTE-ben oldottuk és RNazzal (Sigma R 4875, 10 mg/ml
torzsoldatbodl 1-1 ul) kezeltiik (37°C-on fél 6rdig).
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100 ml 1%-os agar6z gélben (hozzdadva 5 pl etidium-bromid 10 mg/ml
torzsoldatbol; Sigma E8751-5G), 1x TBE pufferben 120 V-on futattuk a 2 ul
DNS minta, 10 pl desztillalt viz és 2 ul gél-festd puffer elegyét. A futtatds sordn
1 kb DNS , létrat” (GeneRuler SM 0311) alkalmaztunk.

A gélben felvitt mintdkat a BioDoc-It Imaging System UV transzilluminatordval
tettiik 1athatova.

PCR

Primerek:
ITS1-5,8S-ITS2 PCR: ITS1: 5 TCC GTA GGT GAACCTGCG G ¥
ITS4: 5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’ (White és mtsi, 1990)

26S rRNS D1/D2 PCR: NL1: 5° GCA TAT CAA GCG GAG GAA AAG ¥’
NL4: 5 GGT CCG TGT TTC AAG ACG G 3’ (O’Donnell, 1993)

Kisérleteink sordn a kovetkez6 reakcidelegyet mértiik dssze UV-vel sterilezett
Eppendorf csdbe:
35,5 ul sztirt (Millipore) desztillalt viz
5 ul PCR puffer 10x (Fermentas MBI)
4 ul 25 mM MgCl, (Fermentas MBI)
2 pul ANTP mix (5 mM dATP, 5 mM dTTP, 5 mM dGTP, 5 mM dCTP)
(Fermentas MBI)
1-1ul forward és reverse primer (0,5 uM) (IDT, Inc.)
0,3 ul Taq Polymerase enzim (Fermentas MBI) (5 u/ pl)
50 ul dsvényi olaj (Sigma M5904)
A reakcidelegyhez 1,5-3 ul (10 pg-1 pg) genomidlis DNS-t adtunk.
A reakciot az MJ Research, Inc. PTC-150 MiniCycler tipusi késziilékével

végeztiik el, a kdvetkezd paraméterekkel:
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ITS1-5.8S-ITS2 PCR: 94°C 2’; 30x: 95°C 1°, 60°C 1°, 75°C 5” és 72°C 15°; 4°C
END
26S rRNS D1/D2 PCR: 94°C 17; 36x: 95°C 17; 52°C 1°; 72°C 2’ és 72°C 2°; 4°C
END

2 ul PCR termék és 2 pl gél-festd puffer elegyét 100 ml 1%-os agar6z gélben
(hozzdadva 5 pl etidium-bromid 10 mg/ml torzsoldatbdl; Sigma E8751-5G), 1x
TBE pufferben 120 V-on futtatjuk. A futtatds sordn GeneRuler 1 kb DNS |, létrat”
(Fermentas MBI, SM 0311), valamint ¢x174 DNS/Hinfl méret kontrollt
(Fermentas MBI, SM0261) alkalmazunk.

A gélben szEétvald fragmenseket a BioDoc-It Imaging System UV

transzilluminatoraval tessziik lathatova.

Szekvencia elemz€s

Kinyertiikk a torzsek genomidlis DNS-ét, majd NL1, NL4 primereket
felhaszndlva amplifikdltuk a 26S DI1/D2 doménjét kdodold régiot. Az
amplifikdtumok szekvencia meghatdrozdsit a GENEART AG, németorszagi
laboratériumaban  végezték, az NLI esetenként az NL4 primerek
felhasznédlasaval. A PCR termékek szekvencia erdményeinek kiértékeléséhez a
National Center for Biotechnology Information adatbdzis BLAST szolgaltatasat

hasznéltuk fel (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), illetve ennek a

péros Osszehasonlitast végzo programjat
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi). Ellendrzésként
elvégeztiik mindezt a CBS adatbézis segitségével is

(http://www.cbs.knaw.nl/yeast/BioloMICSSequences.aspx).
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PCR-RFLP

Kisérleteink sordn a kovetkezd reakcidelegyet mértiik Ossze enzimenként
(Dral, Mbol, Hinfl, Haelll, Pstl, EcoRI) egy-egy Eppendorf csdbe:

0,5 ul restrikcids endonukledzt

2 ul puffert

15,5 pl sziirt (Millipore) desztillalt viz

2 ul PCR termék
Minden mintab6l 20 pl-hez 4 pl gél-fest6 puffert mértiink, és a PCR-nél
megadott modon futtattuk.
A gélben felvitt mintdkat a BioDoc-It Imaging System UV transzillumindtordval

tettiik lathatova, valamint ezzel készitettiink digitélis képeket réla.

Viltakozo erotert gélelektroforézis (CHEF)
Munkank sordan a BioRad CHEF DR III (BioRad 170-3695) valtakozé

//////

A mintak eldkészitése minden esetben ugyanaz volt (Nguyen és Gaillardin leirdsa
alapjan, 1997): egy éjszakdn at 25°C-os vizes rdz6 inkubdtorban inkubdlt 3 ml-
nyi sejttenyészetet 5 percig 10000 rpm fordulatszimon centrifugéltunk (Heraeus
Biofuge), majd az tiledéket SOmM EDTA-val mostuk, és ismét lecentrifugéltuk
az eldzoek alapjan. Ezt kovetéen 200 pul-nyi 250 pg/ml Zymoliase 20T (ICN)
enzimmel kiegészitett CPES pufferben vettik fel a sejteket, és 37°C-on
inkubaltuk 15 percig. A szuszpenziéhoz 200 ul 50°C-ra hiilt 2%-o0s Low Melt
Agar6zt (BioRad 162-0017) kevertiink, amit 200 pl térfogati formakba ontottiik.
Az igy megszilardult, agar6zba dgyazott sejteket CPE pufferbe 8 6rara 37°C-ra
helyeztiik. A protoplasztalodott, agarézba dgyazott mintdkon a puffert ,lizis
puffer’-re cseréltiik, ami 0,5 mg/ml Proteinase K (Sigma P 2308) fehérjebont6
enzimet is tartalmazott, egész éjszakai inkubdldsra 50°C-ra helyeztiik a mintdkat.

Masnap a ,,lizis puffer’-t haromszor 1xTE-re cseréltiik, ezutdn a mintdk futtatasra
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azonnal felhaszndlhatok. Ellenkezd esetben 0,25 M EDTA-ban 4°C-on fél évig
tarolhatok.

I. Futési paraméter: 100-4400 sec. linedris ramping 96 6ran &t, futds 1%-os
agar6z (BioRad 162-0126) gélben, 1,5V/cm, 120°, 14°C-os 3 liter, 0,5x TBE
pufferben.

II. Futdsi paraméter: 100-4400 sec. linedris ramping 120 6ran 4t, futds 1%-
os agar6z (BioRad 162-0126) gélben, 1,5V/cm, 120°, 14°C-os 3 liter, 0,5x TBE
pufferben.

A futast kdvetden a gélt 5 pg/ml-os ethidium-bromid oldatban 20 percig festettiik
és steril desztilldltvizben mostuk. BioDoc-It Imaging System UV

transzilluminatoraval fényképeztiik.

4.4.7. Elesztotorzsek fizioldgiai vizsgilatai

Kénhidrogén termelés vizsgalata

A kénhidrogén termelés vizsgédlatdhoz Nickerson agart hasznaltuk fel,
mivel a tdptalajban taldlhatd bizmut-szulfit barnds szinli bizmut-szulfidda
redukalédik kénhidrogén jelenlétében, ezzel kvalitativan megadva a keletkezett
kénhidrogént

1-1db Nickerson agarra 2 napos szobahOmérsékleten, YEPL oldatban
novesztett sejtszuszpenziobol 20ul-t cseppentettiink. Szdradds utdn 25°C-on,
valamint 16°C-on inkubdltuk. Ellendriztiik 5, illetve 10 nap utdn a telepek szinét.
A kénhidrogén termelés mértékét a szinmélység alapjan éllapitottuk meg: 1-
fehér, 2-krémes, 3-vildgosbarna, 4-barna, 5-sotétbarna, 6-fekete (Sipiczki és

mtsi., 2001).
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Savtermelés glitkdzbol

2 napos szobahdmérsékleten, YEPL oldatban novesztett sejtszuszpenziobdl
20 pl-t cseppentettiink ki 1-1db 5% gliik6z-0,5% CaCOs agarra. A csészéket
25°C-on, valamint 16°C-on inkubdltuk 10 napon Keresztiil, 5 és 10 nap elteltével
értékeltiik. A savtermelést a telep koriil megjelend tiszta zona jelenti az opdlos

taptalajban.

Alkoholtolerancia vizsgalata

2 napos tenyészeteket oltottunk be 0.1 ODgp sejtsiirliségben 50 ml 6, 8, 10,
12% alkoholt tartalmaz6 YEPL tapfolyadékba. 96 6ran keresztiil inkubéltuk vizes
razégépben 25°C-on. A tenyészetek sejtslirliségének valtozdsdat 24 Oranként
ellendriztiikk spektrofotométerrel, 600 nm-en (Beckman DU®-50). Amikor a
sejtstirliség meghaladta az 1 OD-t, addig higitottuk a mérend6 mintat (2 ml), mig

0,7 OD ala esett. A higitas mértékével visszaszoroztuk a kapott OD-t.

Cukortolerancia vizsgalata

2 napos tenyészeteket oltottunk be 0.1 ODgq sejtsiirtiségben 50 ml 50 és 60
% gliikozt tartalmazé YEPL tapfolyadékba. 72 6ran keresztiil inkubdltuk vizes
razégépben 25°C-on. Az oldatok sejtsiiriségének valtozdsit 24 Oranként
ellendriztiikk spektrofotométerrel, 600 nm-en (Beckman DU®-50). Amikor a
sejtstirliség meghaladta az 1 OD-t, addig higitottuk a mérendé mintat (2 ml), mig

0,7 OD ala esett. A higitas mértékével visszaszoroztuk a kapott OD-t.
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5. EREDMENYEK

5.1. Mintagyjtés

A kiilonboz6 mintavételezések sordn begyiijtott sz6l6szemek mennyiségét,
és jellemzését az 1. szamd mellékletben taldlhat6 tdblazatok tartalmazzak. A
mintédkat a diilokben minden évben azonos helyrdl vettiik.

2002. oktober 3-an, Méadon a Kirdly dialébdl gyhjtottiink be 6 szOlofiirtrol
15 sz616szemet (1.sz. melléklet, 1. tablazat), valamint oktober 10-én Tarcalon a
Szarvas dilébol 6 fiirtr6l 30 sz6loszemet (1.sz. melléklet, 2. tablazat). A
szeptemberi és oktéberi id6jards kedvezett az asziképzOdésnek. A hémérséklet
az adott idOszaknak megfeleld volt. Az augusztus napos és szdraz volt,
szeptember kozepén és végén hullott csapadék, melynek kovetkeztében a relativ
paratartalom megemelkedett, de ezt kovetden a mintavételig szdraz volt az ido.

A mintagytiijtéseket 2003-ban és 2004-ben két-két alkalommal végeztiik.
2003. szeptember 8-4n a Szarvas diilobdl vettiik az els6é mintdkat. Ebben az évben
az augusztus napos volt, a honap kozepén és végén volt minimdlis csapadék.
Szeptemberben a mintavétel eldtt volt egy par napos csapadékos iddszak,
melynek hatdsidra a kovetkez0 napokban a pdratartalom megemelkedett. A
szeptember 8-1 idOpontig az iddjarasi feltételek nem voltak kedvezdek a Botrytis
szamdra ahhoz, hogy a nemesrothadast megfelel6en véghez vigye. Ezért ebben az
idopontban nem tudtunk megfeleld szdmu asziiszemet begylijteni, csupin
toppedésig jutott stddiumu szOlészemeket vizsgaltunk, egy kivétellel (1.sz.
melléklet, 3. tablazat). Ezen a napon a Bakonyi diilében 1 fiirtrél 5 szemet
szedtiink (1.sz. melléklet, 4. tablazat).

A szeptember eleji esd €és magas pdratartalom, valamint az azt kovetd
csapadékmentes hdrom nap kivételével napos id0szak mar kedvezdbbek voltak a
nemesrothadds kialakuldsdhoz. Igy szeptember 29-én a Kirily és Bakonyi
dilébol minden stddiumbdl gyijtottiink szélészemeket (1.sz. melléklet, 5-6.

tablazat).
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2004-ben lehetdségiink volt mindkét dilobol kétszer mintdt venni. A
Bakonyi diilében mar nem mintdztunk. Ebben az évben eltolodott a sziiret ideje,
igy oktéber 7-én és oktdber 27-én vettiik a mintdinkat. Szeptember vége és
oktéber masodik fele csapadékos volt, a relativ pdratartalom ebbdl kifolydlag
végig magas volt. A napsiitéses 6rdk szdma szeptember elején még magas volt,
de a hénap masodik felétdl lecsokkent, és ingadozéva valt oktéber folyaman is.
Az dtlaghdmérséklet az ilyenkor megszokottnak megfeleléen 10°C volt.

Oktéber 7-re szépen kialakult a nemesrothadds, azonban oktéber 27-re mar mas
penészgombdk is megjelentek, a sz0l6 rothaddsnak indult az iddjardsnak
koszonhetden. Az elsd alkalommal minden stddiumbdl izoldltunk sz6l6szemeket
(1.sz. melléklet, 7-8. tablazat), masodik alkalommal tobb volt a rothadt,
penészes szOlofirt, igy toppedt szdlészemet nem tudtunk minden esetben
gyljteni (1.sz. melléklet, 9-10. tablazat).

A begylijtott sz6l6szemekbdl 30 db ép, 22 db még 1édus, 30 db barnuld,
31 db toppedt €s 32 db botrytiszes volt (1. sz. melléklet).

5.2. Az élesztdgombadk izoldldsa sz616rdl

2002-ben a Szarvas dulébol osszesen 1473, a Kirdly dilébol 1154
élesztbtelepet izoldltunk. 2003-ban a Szarvas diilébdl 613, a Kirdly diilébdl 557,
a Bakonyi diilében pedig 249 élesztdtelepet izoldltunk. 2004-ben a Szarvas diild
mintdibol 550, a kirdly diiléiekbdl 666 élesztotelepet izoldltunk.

Osszevetve a hdrom év mintavételeit 5262 darab élesztétorzset izoldltunk a

hérom vizsgélt teriiletrdl.
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5.3. Az izolatumok csoportositdsa konvenciondlis taxonémiai médszerekkel

21 olyan fizioldgiai tesztet végeztiink el, melyekrdl igy gondoltuk, hogy
alkalmasak lesznek az izoldtumok eldcsoportositdsdra. Ezzel kivantuk
lecsokkenteni a molekuldrisan analizdland6 torzsek szdmat. Az Osszesitett
eredmények alapjan a szakirodalmat és a nemzetkozi adatbazisokat (Barnett és
mtsi., 1990; Kreger-van Rij, 1984; www.cbs.knaw.nl) felhaszndlva olyan
torzscsoportokat hoztunk 1étre, melyekbe a konvenciondlis meghatdrozdsi
modszerek alapjan azonos eredményeket ad6 torzsek tartoznak. Ezen csoportok
kiilonboz6 fajokat jelenthetnek. Csoportonként két-harom torzset vizsgaltunk a
késdbbiekben molekularis biologiai modszerekkel is.

A behatdbb vizsgdlatra kivalasztott torzsek konvenciondlis tesztek alapjan kapott

eredményeit a 4.-6. tablazatokban foglaltuk ossze.
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4. tablazat: A 2002-ban izolalt, tovabbi vizsgédlatokra kivalasztott élesztétorzsek konvenciondlis tesztjeinek eredményei

. novekedés

:g E v 3 é é ‘5 N . S| 8| N — g

2 |25 (88|82 2|8 8% 2|2 8|8lsls|alBlelo
5% |3 |7 |82z S|E|5|5lEl3 |85 |2|2lElg|l85 |58 |%
= 2 2 2 o ~| S| | 8| | E| 8| o | E| & | E| 5 e N I I
16.4.20. | f 0 -+ |- |- - - - - |- - |+ - - - | wl- |+ - - -
12.2.39. |kr/s o/l |- |- |- |-/+ |- - - - |- - - + |+ |- |+ |+ |+ |+ -
12.2.46. | f olc |- |- |+ |- - - I - - - |- + +/- | - -
12384. | kr |O/Kk [- |- |- |+ |- |+ [+ |+ |+ |- |+ [|/+ |+ |+ |+ |+ |+ |[-/+ |-
135.1. |f olc [- |- |+ |- - |- S T - - - |- + |- - -
1522. |kr |N/o |- |- |- |- - - - -+ - |+ - - |+ |+ |- + -
15223. [kr |[N/o |- |- |- |- - |- - - 1+ -+ - -+ | -+ |-
15.3.65. | kr No |+ |- |- |+ |- + -+ |+ - WA+ |+ |+ |+ + + -
2.3.75. f olc |+ |- + |- w |- - - |+ - - - - - | wl- |+ - - -
12512, |kr [ON |- |- |- |+ |- [|+- |+ |+ [+ |- |+ + |+ |+ |+ |+ |+ |- -
2324. |p O - + |- - - |+ + |- - + |+ |- |- + |+ |+ +
11.1.28. p O - + - + - + + - - + + - - + + + +

b b

't fehér, 'kr’ krémes, 'p’ piros, diffazibilis pigment, ’s’ sdrga, 'c’ citromalakd, 'k’ kerek, o’ ovdlis, O’ nagy ovilis, 'N’

nagy kerek, '’ megnyult, 'w’ gyenge ndvekedésii



5. tablazat: A 2003-ban izolalt, tovabbi vizsgalatokra kivalasztott élesztotorzsek konvenciondlis tesztjeinek eredményei

novekedés
) 3|,
'g = 2 % é N N S | X =
% FEERR IR IR 2le|glEl5|8]8|8l.ls 5 -
S8 |52 &=l |S|EIEElE2|5|E128|5|lElzlelg8c|g
ES |8 |% (%82 |5 |2 |5 E|E|3|B|E|a|E|2|G|8|F&|5
4a.1.31. | f olc |+ |- + - - - |- - + |- - - - - - + |- |- -
4a4.1. |f/kr |o/k |- -/d |- + + |- |- - w |- + |+ |+ |- + |+ |+|- +
4a4.42. | f/kr | k - -/d |- + |+ |- |- -+ -+ [+ + |- + [+ | +|- +
5a.4.16. | kr/s | o - - w + - + [+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ |-/w]|- + |+ |+ |-
6ad.l. |f N - - - + + |+ |+ [+ |+ |- - + |+ W |+ |+ |[+]- -
T1.3.29. | f 0 - + |- w |- - |- - - - + |- - - - + |- |- -
10.5.11. | f 0 - + |- + - - |- - - - w |- - |- - + - |- -
6b.4.46. | kr O/k |- - - + |- + |- + |+ |- |+ |w |- |+ |- + |+ |- -
6b.1.3. |ki/r | o - - - + |+ [+ |+ [+ W -+ |+ W+ |+ -
T1.2.30. | r/fk | o/h | - - - + - -+ [+ [+ |- + |- + |- + |+ | +|- -
4a.3.11. | p O - + - + |- + |+ |- - + |+ |- - + |+ |+ |+
7.3.10. |p O - + |- + |- + |+ |- |- + |+ |- - + [+ [+ |+

't fehér, "kr’ krémes, 'n’ narancs, ’s’ sdrga, 'r’ r6zsaszin, 'p’ piros, difftzibilis pigment, *fk’ fekete

’c’ citromalakd, 'k’ kerek, o’ ovdlis, O’ nagy ovdlis, 'N’ nagy kerek, 'h’ hifak, 'w’ gyenge novekedésii,

novekedésu

'd” késleltetett
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6. tablazat: A 2004-ban izolalt, tovabbi vizsgalatokra kivalasztott élesztotorzsek konvenciondlis tesztjeinek eredményei
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5.3.1. Telep-, és sejtmorfoldgiai vizsgdlatok

Az élesztételepek morfolégidjardl készitett felvételek néhany jellemzd
példajat a 2-8. abrakon mutatjuk be. A tenyésztésben haszndlt taptalaj egy
kivételtdl eltekintve YEPA volt. A sejtek morfoldgidja 2000x-es nagyitdsban a

9-15. abrakon keriil bemutatésra.

2. abra: T1.2.30 élesztotelepek 4 napos (A), illetve 15 napos (B) felvétele

burgonya-dextr6zos taptalajon

A B

4. abra: (A) 12.3.84., (B) 6b.4.46. élesztételepek

A B

S.abra: (A) 12.2.39., (B) 31.4.46., (C) 6b.1.3. élesztdtelepek

| Toroit: 44
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A B C
.
e

6. abra: (A) 17.1.1., (B) 17.3.1., (C) 15.3.65. élesztdtelepek

7. abra: (A) 16.4.20., (B) 4a.4.1. élesztételepek

e 0

8. abra: (A) 12.2.46., (B) 18.5.1. élesztételepek

A B C

10. abra: (A) 15.2.2., (B) 5a.4.16., (B) 6a.4.1. élesztosejtek
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11. abra: 12.3.84. élesztdsejtek

A B

12. abra: (A) 12.2.39., (B) 31.4.46., élesztOsejtek

A B

13. abra: (A) 17.1.1., (B) 17.3.1., (C) 15.3.65. élesztdsejtek
A B

14. abra: (A) 16.4.20., (B) 4a.4.1. élesztOsejtek
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15. abra: (A) 12.2.46., (B) 18.5.1. élesztdsejtek

5.3.2. Spérazas

A behatébb vizsgélatokra kivalasztott torzsek spordzasi eredményeit a 4-
6. tablazatokban foglaltuk 6ssze. Harom izolatum spdrazdsi morfoldgidjat a
16-18. abrakon mutatjuk be.

A fehér, krémszinli telepek kozol a 12.2.46-os torzzsel egyezd
asszimilacids, és morfoldgiai (15. abra, A. kép) eredményeket ad6 torzsek egy
része 1-2 kalap-formdju sporat képzett aszkuszonként (16. abra). A 18.5.1.
torzshoz hasonléaknal (15. abra, B. kép) konjugélé sejteket és 1-2 kerek sporat
figyeltink meg aszkuszonként (17. abra). A 15.3.65., 17.1.1., 17.3.1-es
izolatumokkal azonos torzsek 1:9 higitdsi burgonya-dextr6zos tdptalajon
képeztek gombostiiszerli aszkuszokat 10, valamint 16°C-on egyardnt. Ezen
torzsek esetében konjugdlé sejteket, valamint klamidospdrakat (,,pulcherrima
sejtek”) is taldltunk (18. dabra). A kisérletek sordn nem lattunk példat
Saccharomyces, Zygosaccharomyces és Torulaspora fajokra jellemzd spordzési
modokra. Az izolatumok tObbsége egyaltaldn nem képezett sporakat a vizsgalt

taptalajokon és id6 alatt.
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16. abra: 16.3.1. 1-1 aszkusza, 5 nap elteltével YM agaron

17. abra: 18.5.1. konjugdlé sejtjei, valamint 1 és 2 kerek spérds aszkuszai 7 nap
elteltével YM agaron
A B

18. abra: 15.3.65. konjugald sejtjei (A) és gombostiiszeri aszkusza, valamint

klamidospérdja (B) 10°C-on burgonya-dextr6zos agaron 14 nap elteltével
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5.4. Sz381616l izolalt élesztégombak molekuldris taxondmiai vizsgdlatai
5.4.1. PCR-RFLP eredmények
A behatobb vizsgdlatokra kivélasztott sz6lds izolatumok PCR-RFLP

vizsgélatainak eredményeibdl a 19-21. abrakon mutatunk be példakat. A 7.
tablazatban 6sszefoglaltuk a PCR-RFLP vizsgalatok eredményeit.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

19. abra: ITS1-5.8S-ITS2 régi6 PCR-RFLP mintdzatai. A mintdk sorrendje:
0x174 DNS marker; (1) 16.4.20, (2) 12.2.39, (3) 12.2.46, (4) 12.2.52, (5)
12.2.57, (6) 12.3.84, (7) 13.5.1, (8) 2.1.59. A szdmokhoz tartoz6 két-két savbol

az elsé az emésztetlen PCR fragment, a masodik a Hinfl-gyel emésztett

fragment.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

20. abra: ITS1-5.8S rRNS-ITS2 régi6 PCR-RFLP mintdzatai. A mintdk
sorrendje: 0x174 DNS marker; (1) 16.4.20, (2) 12.2.39, (3) 12.2.46, (4) 12.2.52,
(5) 12.2.57, (6) 12.3.84, (7) 13.5.1, (8) 2.1.59. A szamokhoz tartozé két-két
savbdl az elsd az emésztetlen PCR fragment, a masodik a Mbol-gyel emésztett

fragment.

— 553
500
417

311
249

\ 200
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21. abra: ITS1-5.8S rRNS-ITS2 régi6 PCR-RFLP mintdzatai. A mintdk
sorrendje: ¢x174 DNS marker; (1) 4a.1.31, (2) 4a4.1, (3) 4a.4.16, (4) 4a.4.42,
(5) 5a.2.35, (6) 5a.4.16, (7) 6a.4.1. A szamokhoz tartozé két-két savbol az elso

az emésztetlen PCR fragment, a masodik a Haelll-mal emésztett fragment.

A fragmentek mérete csak megkozelitéleg hatdrozhaté meg, ezért adtunk

meg kerek szdmokat a 7. tablazatban.
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7. tablazat: A vizsgalt €lesztotorzsek PCR-RFLP analizisének eredményei

Mint4zattipus Torzsek rITS méret | Hinfl Haelll EcoRI Mbol Dral
16.4.20., T1.3.29, 10.5.11, 240 bp 320bp | 310 bp
L 25.1.1, 26.1.35. 430 bp 240 bp 480 bp 40> 1 150bp | 130 bp
220 bp
IL. 4a.4.1., 4a.4.16., 4a.4.42. | 420 bp 200bp 150 bp 420bp | 20901 450 bp
200 bp 150 bp
60 bp
280 bp 420 bp 260 390 bp
10 12.2.39. 660 bp 160 bp 120 bp 200 bp 170bp | 660 bp
120 bp 120 bp P 80bp
210 bp
140 bp 350bp | 200 bP
Iv. 6b.1.3. 600 bp 600 bp 180bp | 600 bp
100 bp 260 bp 60 b
140 bp p
240 bp
V. 31.4.46, 580 bp 200 bp 580 bp 3?8 Ep ?38 Ep 580 bp
140 bp P P
310 bp
VI 5a.4.16., 30.1.34. 550 bp 200 bp 550 bp 320bp 1 400bp 550y )
230bp | 150 bp
40 bp
240 bp
360 bp 500 bp 380 120 bp
VIL 15.2.2.,15.2.23. 620 bp 260 bp 80 bp 550 g’ 100bp | 620 bp
40 bp P 180bp
100 bp
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7. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrdl

Mintazattipus | Torzsek il:f’e i Hinfl Haelll EcoRI Mbol Dral
340 bp 540 bp 350bp | 300 bp 600 b
VIIL 6a.4.1. 600 bp 260 bp 60 bp 250 bp | 200 bp P
100 bp
220 bp
280 bp
550bp | 390bp | 190bp | 500 bp
IX. 6b.4.46., 12.5.12. 650 bp ﬁg Ep 100ty | 2608 | 15068 | 180 bp
p 100 bp
12.2.46., 12.2.52.. 12.2.57..135.1.,
2.1.59.,2.1.51.,2.3.75., 14.1.15., 330 bp
X. 16.3.1.,4a.1.31., 52.2.35., T1.3.46., | 730 bp 200 bp 730bp | 730 bp ‘2‘38 EP ;‘%8 Ep
7.2.31.,102.42.,17.1.8.,25.4.55., 180 bp P P
26.3.37.
310 bp
320 bp
350 bp 200 bp 430 bp
XI. 18.5.1.,30.1.1., 26.1.53. 700 bp 350 by ooty | 790 U be ﬁg Ep
90 bp p
240 bp 300 bp 280 bp | 240 bp
XIL. 15.3.65. 420 bp 200 by 2oty | 420 R bp | 140 b
200 bp
280 bp 280 bp
XIII. 17.1.1.,17.3.1. 380 bp 90 bp 00bp | 380PP | Toopp | 380bp

90 bp
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5.4.2. Szekvenciaelemzés eredményei

A behatobb vizsgdlatokra kivélasztott torzsek

szekvenciaanalizis

megallapitott faji hovatartozasat a 8. tablazatban tiintetjik fel.

soran

8. tablazat: A szdl6szemekrodl izolalt torzsek csoportjait képviseld izolatumok

faji hovatartozasa az rDNS 26S régidjanak szekvenciaelemzése alapjan

Torzs Leghasonldbb tipustorzs Hasonlésag
16.4.20. | C. zemplinina CBS 9494 (AY160761) 99%
12.2.39. | Rh. nothofagi CBS 8166" (AF189950) 98%
12.2.46. | H. uvarum CBS 314" (U84229) 99%
12.3.84. | C. magnus CBS 140" (AF181851) 98%
13.5.1. H. uvarum CBS 314" (U84229) 100%
15.2.2. C. adeliensis CBS 8351" (AF137603) 99%
152.23. | C. adeliensis CBS 8351" (AF137603) 100%
153.65. | M. viticola CBS 9950" 99%
2.3.75. H. uvarum CBS 314" (U84229) 100%
125.12. | C. magnus CBS 140" (AF181851) 99%
2.3.24. M. pulcherrima CBS 58337 (U45736) 95%
11.1.28 M. fructicola CBS 8853 (AF360542) 96%
27.2.36 A. pullulans DBVPG 4778 (EF643727) 99%
4a.1.31. | H. uvarum CBS 314" (U84229) 99%
4a4.1. C. sorbosivorans CBS 8768 (AJ277846) | 100%
4a.4.16. C. sorbosivorans CBS 8768" (AJ277846) | 99%
4a.4.42. C. sorbosivorans CBS 8768" (AJ277846) | 99%
5a.2.35. | H. uvarum CBS 314" (U84229) 100%
5a.4.16. C. flavescens CBS 942" (AB035042) 99%
6a.4.1. C. albidosimilis CBS 77117 (AF137601) | 99%
T1.3.29. | C. zemplinina CBS 9494 (AY160761) 100%
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8. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrél

Torzs Leghasonl6bb tipustorzs Hasonlésag
T1.3.46. H. uvarum CBS 314" (U84229) 100%
7.2.31. H. uvarum CBS 314" (U84229) 100%
10.2.42. H. uvarum CBS 314" (U84229) 100%
10.5.11. C. zemplinina CBS 9494 (AY160761) 100%
6b.4.46. C. magnus CBS 140" (AF181851) 100%
6b.1.3. Rh. glutinis CBS 20" (AF070430) 99%
T1.2.30. A. pullulans DBVPG 4778 (EF643727) 99%
7.3.10. M. pulcherrima CBS 58337 (U45736) 97%
4a.3.11. M. fructicola CBS 8853 (AF360542) 97%
17.1.1. M. fructicola CBS 8853 (AF360542) 97%
17.1.8. H. uvarum CBS 314" (U84229) 100%
17.3.1. M. pulcherrima CBS 5833" (U45736) 98%
18.5.1. L. thermotolerans CBS 6340" (U69581) 100%
30.1.1. L. thermotolerans CBS 6340" (U69581) 99%
30.1.34. C. flavescens CBS 942" (AB035042) 99%
214,46, f:i:lggcitzgg;/ilovae CBS 7436" 100%
25.1.1. C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) 100%
25.1.46. L. thermotolerans CBS 6340" (U69581) 100%
25.4.55. H. uvarum CBS 314" (U84229) 100%
26.1.35. C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) 100%
26.1.53. L. thermotolerans CBS 6340" (U69581) 100%
26.3.37. H. uvarum CBS 314" (U84229) 100%
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A rRNS 268 szekvencidjanak elemzése alapjan pontositva elmondhato,

hogy a 7. tablazatban leirt:

I. esoport: C. zemplinina VIL. csoport: C. adeliensis

I1. csoport: C. sorbosivorans VIILI. csoport: C. albidosimilis
II1. csoport: Rh. nothofagi IX. csoport: C. magnus

IV. csoport: Rh. glutinis X. csoportba a H. uvarum

V. csoport: Rh. kratochvilovae XI. csoport: L. thermotolerans,
VL. csoport a C. flavescens XII. csoport: M. viticola, végiil

a XIII. csoport a M. pulcherrima és M. fructicola fajok torzseit tartalmazza.

Kurtzman €és Robnett (1997) megfigyelései alapjan tudjuk, hogy a rRNS
26S régidjdnak DI1/D2 doménjét koédolé kromoszomadlis szakaszban 1%-os
nukleotid eltérés mar faji kiillonbséget sejtet. Ez alapjan kiilonitette el Kurtzman
és Droby (2001) a M. pulcherrima és M. fructicola fajokat is, amelyek kozott
2,2%-o0s kiilonbséget talaltak.

Metschnikowia torzseink esetében nagy eltéréseket kaptunk a
tipustorzsekhez képest. Az NCBI adatbazisban taldlhaté szekvencidk koziil a
2.3.24-es izolatum 97%-o0s hasonldsdgot mutat Molnér €s Prillinger (2005) 4ltal
benytjtott szekvencidkkal (pl.: AJ745107, AJ86395), a 11.1.28-as izoldtum
98%-0s hasonlosdgot mutat Liu és mtsi. (EU373448), valamint James
(AM286804) altal benyujtott szekvencidkkal, a 4a.3.11-es tOrzsiink 98%-ban
hasonlit Lei és Rahman (EU195298) torzsére, a 17.1.1-es izolatumunk 99%-os
hasonlosagot mutat Liu és mtsi. 4ltal meghatarozott szekvencidkkal
(EU373448, EU373455). Az adott szerzok M. aff. fructicola-ként hataroztik
meg izoldtumaikat. A 7.3.10-es torzsiink 98%-ban hasonlit Zhao és mitsi. éltal
beadott szekvencidra (EU272042), melyet M. pulcherrima-ként identifikaltak.
Mindebbdl az kovetkezik, hogy M. fructicola izoldtumaink Kkozott
feltételezhetden tobb is van, amelyik nem azonos teljes mértékben az adott
fajjal, csupan M. aff. fructicola-ként sorolhatéak be. Az egyszeriiség kedvéért

azonban a késObbiekben mint M. fructicola-t emlitjiik ezeket is.
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Kordbbi vizsgalatok alapjan a Metschnikowia fajok D1/D2 régidja
jelentdsen eltér szekvencidjaban (Hong és mitsi., 2003; Molnér és Prillinger,
2005), igy sok izoldtumunk esetében nem lehet pontosan meghatdrozni, hogy
M. pulcherrima, vagy M. fructicola fajba tartozik-e. A kordbbi vizsgalatok és a
mi eredményeink is azt sugalljak, hogy nagy az atmenet a két faj kozott, vagy
sziikséges lehet egy ) faj leirédsa.

A H. wuvarum-ként meghatdrozott torzsek kozott voltak olyanok,
amelyknél nem tapasztaltunk spordzast, igy azok feltételezhetden K. apiculata
torzsek, az el6zoek anamorf formai.

5.5. A sz010rdl izolalt élesztdgombdk eldforduldsa

Az izolélt élesztéfajok eldforduldsat az évjarat €s a vizsgalt teriilet

fiiggvényében a 9-11. tablazatokban tiintetjiik fel.

9. tablazat: Az éleszt6fajok megoszlasa 2002-ben

2002

Szarvas dul6 (1473 db izolatum) Kiraly diild (1154 db izolatum)
H. uvarum/K. apiculata H. uvarum/K. apiculata
M. fructicola M. fructicola
A. pullulans C. zemplinina
C. zemplinina Cr. flavescens
Rh. nothofagi M. pulcherrima
Cr. magnus A. pullulans
Cr. adeliensis Cr. adeliensis
Cr. flavescens Cr. magnus
L. thermotolerans
M. pulcherrima
M. viticola
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10. tablazat: Az élesztéfajok megoszlasa 2003-ban

2003
Szarvas diilo Kiraly dilé Bakonyi diil6
(613db izolatum) (557 db izoldtum) (249 db izoldtum)

H. uvarum/K. apiculata H. uvarum/K. apiculata

Rh. glutinis

C. zemplinina C. zemplinina R. kratochvilovae
H. uvarum/K.
C. sorbosivorans Cr. flavescens
apiculata
Cr. flavescens M. fructicola Cr. magnus
M. fructicola A. pullulans Cr. albidosimilis
A. pullulans M. pulcherrima L. thermotolerans

M. pulcherrima

M. fructicola

A. pullulans

11. tablazat: Az élesztéfajok megoszlasa 2004-ben

2004

Szarvas dilo (550 db izolatum)

Kirély dil6 (666 db izolatum)

H. uvarum/K. apiculata

H. uvarum/K. apiculata

C. zemplinina

C. zemplinina

Cr. flavescens

Cr. albidosimilis

Cr. magnus

L. thermotolerans

R. kratochvilovae

M. fructicola

L. thermotolerans

A. pullulans

M. fructicola

M. viticola

A. pullulans

M. pulcherrima

M. viticola
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Az aszusodas kiilonbozé stadiumaibdl izolalt élesztdfajok el6forduldsat a 12. tablazatban foglaltuk 0ssze. A leggyakoribb

fajokat kiemeltiik.

12. tablazat: Az élesztéfajok megoszlasa az aszisodas kiilonbozo stadiumaiban

Pe

ép még lédus barnulé toppedt aszu
M. fructicola H. uvarum H. uvarum H. uvarum H. uvarum
A. pullulans M. fructicola A. pullulans M. fucticola M. fructicola

H. uvarum

C. zemplinina
Rh. glutinis

L. thermotolerans
Cr. adeliensis

Cr. magnus

Cr. flavescens
Cr. albidosimilis
R. kratochvilovae
M pulcherrima

M. viticola

A. pullulans

C. zemplinina
Rh. glutinis

R. kratochvilovae
L. thermotolerans
M. viticola

M. pulcherrima

M. fructicola
C. zemplinina
Rh. glutinis
Cr. adeliensis
Cr. magnus
Cr. flavescens
Rh. nothofagi
Cr. magnus
M. viticola

M. pulcherrima

A. pullulans

C. zemplinina
Cr. albidosimilis
Cr. magnus

C. sorbosivorans
R. kratochvilovae
Cr. flavescens
Rh. glutinis

Rh. nothofagi

Cr. adeliensis

M. pulcherrima

L. thermotolerans
C. zemplinina

A. pullulans

Cr. adeliensis
Rh. nothofagi

Cr. magnus

R. kratochvilovae

M. pulcherrima
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A vizsgalataink sordn az aszisodds kiilonboz6 stddiumaibdl izolalt élesztéfajok

szazalékos megoszlasat a 22. abran mutatjuk be.

—

B M. pulcherrima
B M. fructicola

O A. pullulans

O H. uvarum

O C. zemplinina

O RhA. glutinis

M /. thermotolerans
B Cr. adeliensis

O C. sorbosivorans
B Cvr. flavescens

B Cr. albidosimilis
O R. kratochvilovae
O Rh. nothofagi

B Cr. magnus

B M. viticola

22. abra: Az élesztOk eloszlasa az aszusodas kiilonb6zo staddiumaiban
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5.6. Candida élesztégombdk taxondmiai vizsgalata

A vizsgdlatokat a 3. tablazatban taldlhat6 nemzetk6zi gyijteményi
Candida torzsekkel, a tokaji Esszencidbdl izolalt, valamint a Tokaji borvidéken
sz010rdl izolélt és a konvenciondlis taxondmiai tesztek alapjan C. stellata-nak

tlnd izolatumokkal végeztiik el.

5.6.1. Molekuldris taxondémiai vizsgédlatok

A kivalasztott éleszttorzsek 26S rDNS-ének szekvencia elemzése révén
kapott eredményeket a 13. tablazatban kozoljiik. A torzsek szekvencidi a
megadott hozzaférési szdmok alapjan megtaldlhatéak az NCBI adatbézisdban.
Az 0Osszes, vizsgalt élesztotorzs ITS1-5.8S rRNS-ITS2 régigjanak PCR-RFLP
analizisét elvégeztik. Az ezekrdl késziilt felvételekb6l a 23-24. abrakon
mutatunk be példdkat. Ezen eredmények alapjin, a vizsgdlt fajok restrikcids
fragmentjeinek méreteit a 14. tablazatban foglaltuk ssze. A kapott mintdzatok

0sszhangban voltak a szekvencia alapjan megallapitott faji hovatartozdssal.

13. tablazat: A 26S rRNS D1/D2 doménjének szekvencia analizis eredményei

Torzs Ho/zzafere51 Leghasonlébb tipustorzs S EROIIvE
szam (%)
10-619 | AJ966340 | C. stellata CBS 157" (U45730) 100
S. cerevisiae részleges szekvencia
10-620 (EU386746) 9%

10-623 | EF452214 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 100

10-624 | EF452216 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 100

11-1 EF452215 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 99

11-3 EU020097 | T. delbrueckii CBS 1146" (U72156) 99

11-4 EF452218 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 100

11-6 EF452193 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 100

11-7 EF452219 | C. davenportii CBS 9069 (AJ310447) 99

11-8 EF452194 | C. zemplinina CBS 9494 (AY160761) | 100

11-9 EF452195 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 99
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13. tablazat: A 26S rRNS D1/D2 doménjének szekvencia analizis eredményei

Torzs Ho/zzafere51 Leghasonlébb tipustorzs Hasonl6sag
szam (%)
11-10 EF452197 | C. zemplinina CBS 94947 (AY160761) | 100
11-17 EF452223 | C. bombi CBS 5836" (U45706) 98
11-18 EF452220 | C. zemplinina CBS 94947 (AY160761) |99
11-19 EF452221 | C. zemplinina CBS 94947 (AY160761) | 100
11-20 EF452222 | C. zemplinina CBS 94947 (AY160761) | 100
11-27 EF452210 | C. lactis-condensi CBS 52" (U45724) 100
11-28 EF452213 | C. lactis-condensi CBS 52" (U45724) 100
11-29 EF452211 | C. lactis-condensi CBS 527 (U45724) 99
11-30 EU020098 | C. zemplinina CBS 94947 (AY160761) | 100
11-31 EF452217 | C. zemplinina CBS 94947 (AY160761) |99
11-32 EF452212 | C. lactis-condensi CBS 527 (U45724) 99
11-60 EF452196 | C. zemplinina CBS 9494T (AY160761) |99
11-61 EU020102 | S. uvarum CBS 395" (AJ279065) 99
11-62 EF452201 | St. bombicola CBS 6009" (U45705) 98
11-64 EF452200 | St. bombicola CBS 6009' (U45705) 99
11-65 EU020101 | P. anomala CBS 5759 (U74592) 99
11-66 EF452203 | St. bombicola CBS 6009" (U45705) 99
11-67 EF452205 | St. bombicola CBS 6009" (U45705) 98
11-68 EF452206 | St. bombicola CBS 6009" (U45705) 98
11-69 EF452207 | St. bombicola CBS 6009" (U45705) 99
11-70 EF452208 | St. bombicola CBS 6009" (U45705) 98
11-72 EF452202 | St. bombicola CBS 6009" (U45705) 98
11-73 EF52209 St. bombicola CBS 6009" (U45705) 99
11-74 EF452204 | St. bombicola CBS 6009" (U45705) 99
11-75 EF452198 | C. zemplinina CBS 94947 (AY160761) |99
11-76 AY775259 | St. bombicola CBS 6009" (U45705) 99
Debaryomyces hansenii var. hansenii
11-78 | EU020100 | (po ’73;67T{U 15808) 100
D. hansenii var. hansenii CBS 767"
11-79 (U45808) 100
11-80 EU020099 | S. exiguus CBS 379" (AY048163) 99
11-88 EF460833 | C. zemplinina CBS 94947 (AY160761) | 100
11-101 | EF460829 | C. zemplinina CBS 94947 (AY160761) | 100
11-107 | EF460828 | C. zemplinina CBS 94947 (AY160761) | 100
11-124 | EF460834 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 99
11-128 | EF460827 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 100
11-135 | EF460830 | C. zemplinina CBS 94947 (AY160761) | 100
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13. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrdl

Torzs H(zzzaferes1 Leghasonldbb tipustorzs LeERmil et
szam (%)
11-138 | EF460831 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 100
11-142 | EF460825 | C. lactis-condensi CBS 527 (U45724) 99
11-143 | EF460826 | C. lactis-condensi CBS 527 (U45724) 99
11-144 | EF460835 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 100
11-145 | EF460838 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 99
11-148 | EF460836 | C. zemplinina CBS 9494T (AY160761) | 99
11-149 | EF460841 | C. zemplinina CBS 9494”7 (AY160761) | 99
11-150 | EF460842 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 100
11-152 | EF460837 | C. zemplinina CBS 9494" (AY160761) | 99
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M1 2 3456M 123456 MM 123456M

23. abra: ITS1-5.8S rRNS-ITS2 régi6 PCR-RFLP mintdzatai. A mintdk
sorrendje: (M) 0x174 DNS marker; a szdmokhoz tartoz6 savok az (A) Mbol,
(B) Haelll, valamint (C) Dral fragmenteket jelolik. (1) C. bombi (11-17), (2) C.
zemplinina (11-6), (3) C. davenportii (11-7), (4) C. lactis—condensi (11-142),
(5) C. stellata (10-619), (6) St. bombicola (11-66)

726

00
17
11
49

50

M Al 2 B12 Cl 2 M
24. abra:. ITS1-5.8S rRNS-ITS2 régi6 PCR-RFLP mintizatai. A mintdk
sorrendje: (M) 0x174 DNS marker; a szamokhoz tartozé savok az (A) Dral, (B)
Mbol, valamint (C) Haelll fragmenteket jelolik. (1) C. zemplinina (CBS
9494"), (2) C. stellata (CBS 157")
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14. tablazat: Az altalunk vizsgalt fajok ITS1-5.8S rRNS-ITS2 régiéjanak PCR-RFLP mintazatai

Enzimek C. zemplinina C. stellata C. bombi C. lactis-condensi | C. davenportii St. bombicola
Hinfl 240 bp 245 bp 250 bp 240 bp 240 bp 240 bp
240 bp 230 bp 150 bp 240 bp 240 bp 240 bp
60-80 bp
Haelll 480 bp 480 bp 420 bp 420 bp 480 bp 320 bp
60 bp 60 bp 100 bp
60 bp
Dral 310 bp 370 bp 310 bp 310 bp 370 bp 325 bp
130 bp 120 bp 150 bp 160 bp 120 bp 155 bp
Mbol 320 bp 150 bp 200 bp 150 bp 150 bp 200 bp
150 bp 150 bp 140 bp 150 bp 150 bp 140 bp
150 bp 140 bp 150 bp 60 bp 140 bp
60 bp
EcoRI 480 bp 480 bp 480 bp 480 bp 480 bp 480 bp
Pstl 480 bp 480 bp 480 bp 480 bp 480 bp 480 bp
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A Kkarfotipizalasi kisérletekhez a taxondmiai vizsgdlatok alapjan valasztottuk ki
a Candida fajok egy-egy torzsét. A 25. abran lathat6 kariotipusokat a I. futdsi
paraméterekkel kaptuk, a 26. abra esetében a II. futdsi paramétereket

alkalmaztuk.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

25. abra: Candida torzsek elektroforetikus kariotipusai. A mintak sorrendje: (1)
S. cerevisiae S288c, (2) C. stellata CBS 157", (3) C. zemplinina CBS 9494, (4)
C. stellata 10-619, (5) C. bombi 11-17, (6) C. zemplinina 11-6, (7) C.
davenportii 11-7, (8) C. lactis-condensi 11-142, (9) St. bombicola 11-66

1 2 3 4 5 6 7 8

26. abra: Candida torzsek elektroforetikus kariotipusai. A mintak sorrendje: (1)
S. cerevisiae S288c, (2) C. stellata CBS 157", (3) C. zemplinina CBS 94947 4)
C. zemplinina 11-1, (5) C. zemplinina 10-623, (6) C. zemplinina 11-148, (7) C.
zemplinina 11-107, (8) C. zemplinina 11-135
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5.6.2. Morfolégiai vizsgdlatok

A kivélasztott €lesztOtorzsek sejtmorfoldgidjardl készitett képeket a 27-
32. abrakon mutatjuk be. A sejtek 2000x-es nagyitasban lathatdak.
A B

27. abra: (A) C. zemplinina (CBS 9494"), (B) C. stellata (CBS 157%)
élesztdsejtek

A B C

28. abra: (A) 11-66, (B) 11-7, (C) 10-623 élesztosejtek

A B C

29. abra: (A) 11-17, (B) 10-619, (C) 11-142 élesztdsejtek
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30. abra: (A) 11-107, (B) 11-88 élesztosejtek
A B C

32. abra: 10-620 élesztdsejtek

Morfoldgidjukat tekintve a C. stellata torzsek kerekek (27.B. abra, 29.B.
abra), a C. zemplinina torzsek, pedig inkdbb apré ovilis sejtekkel rendelkeznek
(27.A., 28.C., 30.A., 30.B. abra). Hozzdjuk hasonléak a C. lactis-condensi
sejtek (29.C. abra). A C. davenportii (28.B. abra) és C. bombi (29.A. abra)
sejtjei valamivel nagyobb ovdlisak, a St. bombicola nagy kerek sejtekkel
rendelkezik (28.A. abra). A nem-Candida izolatumok morfoldgiailag és
fiziologiailag is jol elkiilonithetéek (31-32. abra).
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5.6.3. Novekedési és asszimilacids tesztek

A vizsgalt torzsekrol kapott eredményeket a 2. mellékletben foglaltuk
ossze. Ott tiintetjiikk fel az 1%-os ecetsav-tolerancia eredményeit is. Néhany

torzs esetében késziilt fényképet a 33. Abran mutatunk be.

33. abra: 1%-os ecetsav-tolerancia

5.6.4. Fermentacios képesség vizsgédlata

A fermenticios képesség vizsgdlatdhoz csak a Candida és Starmerella
torzseket hasznaltuk fel. Vizsgdlataink eredményeit a 15. tablazatban foglaltuk
Ossze. A tdbldzatban az elsd érték jelenti a 25°C-os, a masodik pedig a 16°C-os
eredményt. A 34. abran mutatjuk be a fermentacids képesség értékelésének
modjat. Galaktéz, maltéz, melibiéz, laktéz, cellobiéz, keményitd, xildz,
trehal6z és melezitéz esetében negativ eredményeket kaptunk minden vizsgalt

izolatumnal. A 11-17 torzs fermentalta a trehaldzt is.

| Toroit: 44

’
s
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34. abra: Fermentéciés képesség értékelésének modja. Jelolések magyardzata:
(1) -, (2) +, (3) 3+, (4) 4+, (5) 5+, (6) 6+

15. tablazat: 25°C-os (els6 érték), valamint 16°C-os (mdsodik érték)

fermentécié eredményei
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15. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalr6l

.M' N \§ N
N < O
4 2 £ < k=
11-17 6+/4+ 6+/6+ 6+/6+ 3+/-
11-18 +/2+ 2+/5+ +6/+ +/+
11-19 3+/6+ 6+/3+ 4+/6+ -/-
11-20 +/5+ 3+/4+ 2+/6+ -/-
11-27 4+/5+ 5+/6+ 3+/2+ -/-
11-28 2+/+ +/6+ 2+/6+ -/-
11-29 5+/6+ 6+/6+ 3+/6+ 2+/+
11-30 2+/+ +/+ 2+/+ +/+
11-31 +/+ +/2+ +/+ +/-
11-32 +/+ 4+/2+ 4+/5+ -2+
11-60 2+/2+ 5+/3+ 4+/6+ -/-
11-62 6+/6+ 6+/2+ 5+/3+ -/-
11-64 6+/6+ 6+/+ 6+/2+ 4+/-
11-66 2+/3+ +/3+ +/6+ -/-
11-67 3+/3+ 4+/+ 4+/2+ 2+/-
11-68 2+/4+ 3+/2+ 3+/2+ +/-
11-69 +/+ 2+/4+ +/6+ -/-
11-70 2+/5+ 3+/4+ 2+/3+ -/-
11-72 6+/+ 6+/6+ 6+/2+ -/-
11-73 6+/6+ 6+/6+ 6+/3+ 3+/-
11-74 S5+/+ S5+/+ 3+/2+ +/-
11-75 4+/6+ 5+/6+ +/6+ 2+/-
11-76 6+/2+ 5+/6+ 6+/+ -/-
11-88 3+/5+ +/5+ 2+/5+ 3+/-
11-101 +/3+ +/6+ 2+/6+ +/-
11-107 +/6+ +/5+ +/6+ +/+
11-112 3+/+ 3+/+ 2+/6+ +/-
11-113 2+/5+ 2+/6+ 3+/5+ +/-
11-114 2+/+ 3+/5+ 2+/4+ +/-
11-115 +/5+ +/6+ 2+/5+ +/-
11-116 +/+ +/6+ 4+/6+ +/-
11-118 3+/6+ +/5+ 3+/6+ -/-
11-119 2+/5+ 2+/6+ +/6+ +/+
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15. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrol

e N S \g S

% S 2 £ k=
11-120 2+4/5+ 24/6+ | 3+/6+ +/+
11-121 +/5+ 3+/5+ | 2+/6+ 2+/-
11-122 +/5+ +/5+ +/6+ +/-
11-123 2+/5+ 5+/6+ | 4+/6+ 3+/+
11-124 2+4/5+ 5+/5+ | 4+/3+ 2+/+
11-125 3+/4+ 2+/6+ 2+/4+ -/-
11-127 3+/6+ 2+/6+ 3+/6+ 2+/+
11-128 2+/6+ 3+/5+ 3+/6+ 2+/2+
11-135 3+/5+ 24/6+ | 3+/6+ +/-
11-138 3+/6+ +/4+ +/5+ +/+
11-142 +/2+ S5+/+ 3+/6+ +/-
11-144 S+/6+ S+/6+ | 4+/6+ 4+/-
11-145 2+/5+ +/6+ +/6+ 3+/-
11-146 2+4/+ 5+/5+ | 3+/6+ +/-
11-147 3+/4+ 5+/6+ | +/6+ 2+/-
11-148 4+/+ 3+/6+ 4+/6+ 2+/-
11-149 4+/6+ 4+/+ 4+/5+ 2+/-
11-150 2+4/+ 5+/6+ | 5+/5+ 3+/-
11-151 3+/5+ 4+/5+ | S+/+ 3+/-
11-152 2+4/6+ 3+/3+ | 4+/6+ 2+/-
11-153 3+/3+ 44+/6+ | 542+ 2+/-

Az altalunk a tokaji borvidéken, szd16rdl és borbdl izoldlt C. zemplinina
torzsekrdl elmondhatd, hogy 16°C-on nem, vagy csak nagyon kis mértékben
fermentéltdk a raffinzt, mig 25°C-on két torzset leszamitva kis mértékben
mindegyik. A torzsek dontd tobbsége a gliikozt, fruktdzt és szacharézt 16°C-on

aktivabban fermentalta, mint 25°C-on.
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A mids teriilletekrdl szdrmaz6é C. zemplinina torzsek esetében torzsenként
valtozo6 a gliikkéz, fruktéz, szachar6z fermentacié mértéke, kozel egyforma a két
homérsékleten, vagy torzsenként véltozd. Raffinéz esetében ezek sem
fermentdlnak 16°C-on, vagy csak minimalis mértékben.

Altalunk vizsgalt két C. stellata torzs (10-432T, 11-16), szintén 16°C-on
fermentdlta jobban a gliikkozt, fruktozt és szacharézt. Mig a tipustdrzs pozitiv
eredményt adott 25°C-on raffinézra, 16°C-on pedig negativat, addig a 11-16-o0s
torzs egyik hOmérsékleten sem mutatott aktivitast raffinézra. A 10-619-es C.
stellata torzs kozel egyforman fermentalta a négy cukrot, a két hOmérsékleten.
A vizsgdlt 11 St. bombicola, 5 C. lactis-condensi, egy C. davenportii (11-7),
valamint C. bombi (11-17) torzsnél hasonld6 megallapitdsra jutottunk.
Torzsenként €s homérsékletenként véltozik a gliikkéz, fruktdz, szachardéz és
raffin6z fermentécidja. A C. bombi (11-17) az Osszes tobbi torzzsel ellentétben

fermentélta még a trehaldzt is, mindkét hdmérsékleten.
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5.7. Fiziol6giai vizsgalatok eredményei

5.7.1. Kénhidrogén-termelés, valamint savtermelés vizsgalata

A két vizsgdlat eredményeit a 16. tablazatban foglaljuk Ossze. A
tablazatban ’I.’ a savtermelés eredményeit jeloli, a "I’ pedig a kénhidrogén-
termelését. Az eredményekrdl készilt felvételeket a 3., valamint 4. szamu
mellékletekben mutatjuk be. A kénhidrogén-termelés tekintetében 1-t61 6-ig
(fehér-fekete) terjedd skdlan jeloltiikk a szinintenzitdst, a savtermelés esetében

milliméterben adtuk meg a telep koriili zona szélességét.

16. tablazat: A sav- (I.) é€s kénhidrogén-termelési (II.) vizsgédlatok eredményei

25°C, 10 nap 16°C, 10 nap
Torzsek | I (mm) | IL (szin) | I. (mm) | II. (szin)
S288¢ |1 5 0.5 4
10-1987 | 1 6 0,5 5
10-372T |5 6 3 6
10-4327 [ 2 6 2 5
10-619 |5 5 2 4
10-623 |2 6 1 6
10-624 |2 6 1 6
11-1 2 6 1 6
11-4 4 6 1 6
11-101 |2 6 1 6
11-88 3 6 1 6
11-107 |2 6 0.5 6
11-135 |3 6 1 6
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16. tablazat: Folytatas az el6z0 oldalrdl
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16. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrdl
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16. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrél

25°C, 10 nap 16°C, 10 nap

Torzsek I. (mm) | IL (szin) | I. (mm) | II (szin)

11-68

11-69

11-70

11-71

11-72

11-73

11-74

AN O O O] & O & &>
S| I B~ B ] | A~ B
AN O O O] & O & &>

| o | | | w»| Ln| wn
9

11-75

Vizsgdlataink sordn torzsenként véltozé eredményeket kaptunk a két
vizsgdlt hdmérsékleten. A C. zemplinina térzsek 1-6 mm nagysagu kioltési
z6nét hoztak 1étre maguk koriil 25°C-on, és 0-4 mm-eset 16°C-on. A C. stellata
tipustorzshoz (10-4327) képest a 10-619 és 11-71-s C. stellata torzsek nagyobb
mennyiségli savat termeltek 25°C-on, 16°C-on, pedig a 11-71-s adott nagyobb
zonat. A St. bombicola torzsekre nagyobb mennyiségli savtermelés jellemzo
(25°C-on 2-8mm, 16°C-on 3-7 mm) mint a C. zemplinina, és C. lactis-condensi

(25°C-on 1-3mm, 16°C-on 0-0,5 mm) tdrzsekre.

5.7.2. Alkoholtolerancia vizsgdlata

A kisérleteket néhany sajat C. zemplinina izoldtummal, valamint az egyéb
Candida fajok koziil egy-egy torzzsel végeztiik el. Hirom kontrolltorzs (S288c,
10-372", 10-432") esetében is meghatéroztuk a novekedést. Eredményeinket a
35-40. abrakon mutatjuk be.

A vizsgélt élesztétorzsek YEPL oldatban valé novekedését a 35-36. abran

szemléltetjiik.
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R , 010-432

Kontroll novekedés m 10-372

14,0 @ S288c

o11-128

12,0 m11-152

10,0 = 11-88

8,0 novekedés | m11-138

6,0 (OD) m11-101

40 m11-107

’ o11-135

2,0 m11-145

© 0,0 m11-150
~ ™ o0 -

=R IV K 211145
torzsek - < 5 minta ol

- mi11-124

- (nap) m11-149

35. abra: A tipustorzsek és sajat C. zemplinina izoldtumaink novekedése YEPL

taptalajban, 25°C-on

: ; 010-432
Kontroll novekedeés B10-372
@ S288c
o11-142
14 Bi1-7
12 B 10619
10 m11-10
-8 noévekedés 011-8
o (on) CHE
4 oi11-9
NG o W 10-624
iy 0 B 10-623
= mi1-18
" @11-20
torzsek . 011-19
minta mii-17
(nap) 011-74

36. abra: A tipustorzsek és egyéb Candida torzsek novekedése YEPL
taptalajban, 25°C-on
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torzsek

6% alkoholtolerancia

6,0
4,0
-2,0

18,0 noévekedés
(OD)

B 10-432
@10-372
W S288c
011-88
011-135
011-148
m11-128
B|11-124
011-138
m11-107
011-150
011-144
@11-152
W11-149
011-101
W11-145

37. abra: A tipustorzsek és

alkoholtolerancidja 25°C-on

sajit C. zemplinina izoldtumaink 6%-0s

. 010-432
6% alkoholtolerancia 010-372
@ S288¢c
m11-17
O11-142
14,0 m10-619
12,0 W11
I 010-623
7;%’0 . . O11-18
;0 novekedés 010-624
6.0 (OD) 011-6
4,0 m11-7
2,0 O11-8
-0,0 o11-4
- Q 5 m11-10
torzsek e 234 mint m11-9
~hy a m11-20
A (nap) m11-19
m11-74

38. abra: A tipustorzsek és egyéb Candida torzsek 6%-os alkoholtolerancidja

25°C-on
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10% alkoholtolerancia

4,0

3,0 névekedé
12,0 (OD)

;r_f 1,0
— 0,0
n T Qa2
térzsek ,_:§ @ minta
= (nap)

S

010-432
m10-372
0S288c
011-135
W11-124
011-88

W11-138
011-128
W11-101
@11-107
011-148
O11-145
m11-152
W 11-150
m11-144
W11-149

39. abra: A tipustorzsek és sajat C. zemplinina izolatumaink 10%-os

alkoholtolerancidja 25°C-on

10% alkoholtolerancia

torzsek

novekedés

(OD)

010-372
010-432
B .S288c
E11-4
m10-619
O11-142
010-623
i1
B10-624
mi1-7
o11-8
mi1-9
E11-10
O11-6
o11-18
1117
m11-20
m11-19
mi1-74

40. abra: A tipustorzsek és egyéb Candida torzsek 10%-os alkoholtolerancidja

25°C-on
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YEPL oldatban torténd, kontroll novekedés soran a C. zemplinina tdrzsek
novekedése kisebb mértékii volt, mint a tipustorzsé (10—372T) (35-36. abra). A
11-149-es izoldtumunk, valamint a vizsgalt C. bombi torzsek viselkedtek azzal
megegyezden. A 11-74-es St. bombicola novekedési liteme joval meghaladta a
C. zemplinina torzsekét, kozelitett a S. cerevisiae kontrolltorzséhez (S288c). A
11-142-es C. lactis-condensi izolatumunk mutatott a C. stellata tipustorzzsel
(10-432") egyezé lassi, gyenge novekedést (36. abra).

6% alkoholt tartalmaz6 YEPL téptalajban a C. bombi torzs (11-17) mar
nem novekedett, valamint a C. stellata tipustorzs (10-432T) és a 11-142 C.
lactis-condensi torzs novekedési liteme csokkent le (38. abra).

8% alkohol tartalom ledllitotta a C. stellata tipustorzs (10-432), a C.
lactis-condensi (11-142), St. bombicola (11-74) és a C. bombi (11-17)
novekedését. A C. zemplinina torzsek a S. cerevisiae (S288c) kontrolltorzshdz
hasonldéan mind névekedtek.

Teljes novekedés gatlas 10% alkohol tartalom esetében allt be a C.

zemplinina torzsek esetében is (39-40. abra).
5.7.3. Cukortolerancia

A kisérleteket néhdny sajat C. zemplinina izoldtummal, valamint az egyéb
Candida fajok koziill egy-egy esetében végeztik el. Hirom kontrolltorzs
(S288c, 10-372", 10-432") esetében is meghatdroztuk a novekedést.

Eredményeinket a 41-44. abrakon mutatjuk be.
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50%-o0s gliikéztolerancia

5,0
4,0

-3,0

novekedés
o0 (OD)
-1,0
Do ’
,‘If.fziﬁg - 10,0
'_:‘_:‘TSQ Qlq 234
torzsek Tre 2R minta
- (nap)

010-432
0 S288c
@ 10-372
011-128
W11-101
m11-144
W11-124
011-135
O011-145
W11-138
011-88

@11-107
W 11-150
W11-149
W11-152
011-148

41. abra: A tipustorzsek és sajat C. zemplinina izolatumaink 50%-o0s

gliikéztolerancidja 25°C-on

50%-0s gliikéztolerancia

5,0
{
4,0

3.0 novekedés
2.0 (OD)

1,0

~ , 1 O
‘_‘_‘—‘_5# ’0,0
- |1—(\||\I
. o -Naq234
torzsek R .
oY minta
- O
— (nap)

010-432
@S288c
010-372
O11-142
mi1-7
m11-19
B 11-20
O11-18
o11-4
m11-17
m10-619
mi1-9
|11
@10-624
B11-10
010-623
o11-8
o11-6
mi1-74

42. abra: A tipustorzsek és egyéb Candida torzsek 50%-os gliikztolerancidja

25°C-on
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60%-o0s gliikéztolerancia
] 3.0
25
D R Py
/\7 . ,
\ 15 nov(e(a)kg)des
11,0

0,5
+0,0

torzsek

@S288c
010-432
m10-372
B11-101
O11-128
m11-124
m11-88
m11-138
m11-107
011-135
O11-145
m11-144
B11-150
m11-152
O11-148
m11-149

43. abra: A tipustorzsek és sajat C. zemplinina izolatumaink 60%-os

gliikéztolerancidja 25°C-on

60%-o0s gliikéztolerancia

novekedés

-1,5 (OD)

- [&]
rzsek Srm® .
torzse TSR minta
AR Y))

(nap)

@ S288c
010-432
010-372
mi1-7
O11-142
m11-9
010-623
010-624
111
m10-619
m11-10
Oi1-4
o11-18
m11-19
m11-20
mi1-17
011-6
011-8
mi1-74

44. abra: A tipustorzsek és egyéb Candida torzsek 60%-os gliik6ztolerancidja

25°C-on
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50-60%-o0s gliikkdéz koncentracié mellett a C. zemplinina torzsek jobban
nének, minta a C. stellata tipustorzs (10—432T) (43-44. abra). A 11-6, 11-8, 11-
152, 11-148-as C. zemplinina térzsek jobban tolerdljdk az 50%-os gliikozt a 10-
372"-s tipustorzsnél, mint ahogy a 11-74-es St. bombicola is (41-42. &bra).
60% gliikkoz mellett még tapasztaltunk novekedést a C. zemplinina torzseknél,
kifejezetten a 11-6 és 11-8-as torzseknél, de a vizsgalt fajok koziil a St.
bombicola (11-74) torzs bizonyult a legozmotoleransabbnak (44. dbra). A S.
cerevisiae (S288c), C. lactis-condensi (11-142) és a C. davenportii (11-7)
torzsek tolerdltak legkevésbé a magas cukortartalmat (41-44. abra).
A tolerancia vizsgdlatok sordn a 10-619-es C. stellata torzs a C. zemplinina

torzsekkel mutatott hasonldsagot.
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6. EREDMENYEK MEGBESZELESE

Munkédnk sordn a hangsulyt az aszusodds folyamatat végigkisérod
élesztdbiota feltérképezésére fektettilk. A vizsgélatainkkal szerettiink volna a
Tokaji borvidéken hasonlé témédbol szarmazé néhdny adatot kiegésziteni és
tovdbb bdviteni.

A mintdk gytjtésének helyéiil a Tokaj Kereskedohaz Rt. két, legjobb
borait ad6 szdl6teriiletét valasztottuk ki. Mind a Kirdly, mind a Szarvas diilérél
emlitést tesz a Tokaj-Hegyaljai Album 1867-es kiaddsdban Szabd és Torok,
mint fodri birtokokr6l. A Bakonyi diilé a kutatdintézet teriiletén taldlhatéd
kisérleti iiltetvény.

A mintdk kiilonboz6 feldolgozasi moddjai eltérd eredményeket adtak.
Lényegesen tobb élesztotorzset tudtunk izoldlni a 20 6ras tadpfolyadékbol (B’
minta), mint az azonnali (A’ minta) feldolgozds utan. Ezt nyilvan az okozza,
hogy a tdpanyagdis kornyezetben elszaporodtak az élesztok. Az izoldlast
nagyban nehezitette a kiillonb6z0 penészgombdk nagy ardnya a DMSO
adagolasa ellenére, mely a novekedésiiket gatolna.

A meghatdrozdsokat konvenciondlis taxondmiai tesztekkel kezdtiik. Az
izolatumokat replikdzdsi moddszerrel SMA, valamint YEPA téaptalajokra
oltottuk, és vizsgdltuk, hogy képesek-e hasznositani az adott tdpanyagforrast,
illetve képesek-e 37°C-on novekedni. A klasszikus névekedési tesztek sordn a
torzsek variabilitdsa €s a korlatolt szdmu teszt miatt pontos meghatdrozast nem
tudtunk végezni. Tdmpontként szolgdlt viszont, hogy a Saccharomyces torzsek
nem képesek a lizint hasznositani, a C. stellata torzsek csak a szachardzt,
gliikozt, raffindzt és a lizint képesek asszimildlni, a H. uvarum torzsek, pedig
cellobidzt és lizint hasznositanak anyagcsere folyamataik sordn (Kreger-van
Rij, 1984; Barnett és mtsi., 1990). Izoldtumaink jelentds része ez utdbbi
kettovel egyezett meg. Az izoldtumok egy része nem novekedett lizint

tartalmazé SMA tdptalajon, de narancssarga sziniik alapjan kizarhat6 volt, hogy
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esetleg valamely Saccharomyces fajba tartozndnak. A tobbi izoldtum
tekintetében tobbek kozott a morfoldgiai jellemzOk adtak tdmpontot. Voltak
piros, narancssdrga pigmentl torzsek, rézsaszin, hifaképzd telepek, valamint
fehér, krémes izoldtumok, melyek k6zé szamtalan élesztofaj tartozhat.

A konvencionalis tesztek alapjan Osszedllitott csoportokbdl kivélasztott
reprezentdns torzseknél megfigyeltiik a spordzasi képességeket K-acetdtos, YM,
malataextraktos és burgonya-dextroz taptalajokon.

Az  eredmények alapjan  minden  csoportbol  véletlenszeriien
kivalasztottunk néhany torzset a faji hovatartozds egyértelmli meghatarozéasara
alkalmas molekularis vizsgalatokhoz. Elvégeztiik ezen torzsek PCR-RFLP
analizisét. Az eredmények kiért€ékeléséhez Guillamon €és munkatérsai (1997),
Granchi és munkatarsai (1999), Clemente-Jimenez és munkatarsai (2004),
valamint Sipiczki (2004) 4ltal megadott adatokat haszndltuk fel. Ot restrikciés
endonukleazt - Hinfl, Haelll, Dral, EcoRl és Mbol - alkalmaztunk a
kisérletekhez a minél pontosabb eredmények érdekében.

Az elvégzett taxondmiai vizsgdlatokat egybe vetve a konvenciondlis
modszerek eredményei sok megvdlaszolandd €s pontositandé kérdést vetettek
fel. A szakirodalmi eredményekhez (Kreger-van Rij, 1984; Barnett és mitsi.,
1990; Kurtzman és Droby, 2001; Sipiczki, 2003; Péter és mtsi., 2005; Molnér
és Prillinger, 2005; http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/) képest bizonyos esetekben
eltérést tapasztaltunk az asszimildcids képességek tekintetében, példaul a M.
fructicola, Cr. magnus, Cr. adeliensis, Cr. albidosimilis és Rh. nothofagi
izolatumok és tipustorzseik kozott. A korldtozott szamu teszt miatt az dltalunk
izolalt fajok, illetve a hozzajuk filogenetikailag kozel allo fajok fizioldgiai
tulajdonsdgai nem tértek el kelld mértékben. Emiatt a konvenciondlis
vizsgalatok alapjan nem lehetett pontosan megadni a faji hovatartozasukat.

Gyors és viszonylag pontos eredményt a rRNS-t kédolé kromoszémalis
régid ITS1-5.8S rRNS-ITS2 szakaszanak PCR-RFLP vizsgalatdval lehet elérni.

Viszont ennek a moddszernek a feltétele, hogy irodalmi adatok 4lljanak
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rendelkezésre, amik a bazidiomicétdk esetében sajnos még hidnyosak. A
szakirodalomban, csupdn Esteve-Zarzoso és mitsi. (1999) 4ltal leirtakra
tdmaszkodhatunk. Tovabbi hatrdnya a modszernek, hogy a gélelektroforézis
sordin nyert PCR-RFLP mintdzatok pontos, méretbeni megaddsa nagyon
nehézkes és pontatlan a megfigyeléseink alapjan. Ezen nehézségek miatt az
élesztOtorzsek pontos faji hovatartozasdnak és a fajok filogenetikai
kapcsolatainak megallapitisdhoz, a 26S rRNS DI1/D2 doménjét kodolo
kromoszomalis  szakasz  szekvencia elemzését 1s  elvégeztik. A
hasonlosagkeresés sordn szdmos szekvencidt azonositottunk, melyek
nagymértékben hasonléak voltak. Ezek alapjan kikerestiik az adatbdzisokban az
adott faj tipustdrzsének 26S rRNS szekvencidjat és elvégeztiik a tipustorzs és a
mi torzstink szekvencidjanak 0sszehasonlitasat. 15 faj torzseit kiilonitettiik el.

Ezek a H. uvarum, L. thermotolerans, M. pulcherrima, M. fructicola, M.
viticola, C. zemplinina, C. sorbosivorans, Cr. magnus, Cr. adeliensis, Cr.
albidosimilis, Cr. flavescens, Rh. glutinis, Rh. nothofagi, R. kratochvilovae,
valamint az A. pullulans.

A H. wuvarum (anamorf: K. apiculata) élesztéfaj az Ascomycota
(Tomlésgombdk) tagozatba, a Saccharomycetes (Hemiascomycetes) osztalyba,
a Saccharomycetales rendbe és a Saccharomycodaceae csaladba tartozik
(www.yeast-taxonomy.jp). Az  dltalunk izoldlt €és  meghatdrozott
Hanseniaspora/Kloeckera torzsek morfologiai és asszimildciés eredményei
megfelelnek a szakirodalomban megadott tulajdonsdgoknak (Kreger-van Rij,
1984; Barnett és mitsi., 1990; http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/). A telepek
fehérek, vegetativ szaporodasuk sarjadzdssal torténik, citrom alaku sejtek és 1-2
kalapformajui spéra  jellemzd  rajuk. Szénforrasként  cellobiozt,
nitrogénforrasként lizint asszimildlnak az dltalunk vizsgalt anyagok koziil.

A L. thermotolerans (kordbban: Kl. thermotolerans) a Saccharomycetales
rendbe ¢és a Saccharomycetaceae csaladba tartozik. Kurtzman (2003)

vizsgalatai alapjan a Kt. thermotolerans fajt a Lachancea genusba sorolta.
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Tulajdonsdgaikat tekintve, krémes, vajszerli telepek, vegetativ szaporoddsa
sarjadzdssal torténik, 1-2 kerek spoérat tartalmaz6 aszkusz, valamint sejt-sejt
konjugacid jellemzd izolatumainkra. A 18.5.1. izoldtum nem hasznositja a
galaktézt és a glicerint, a tobbi vizsgdlt esetben megegyeznek az irodalmi
adatokkal (Kreger-van Rij, 1984; Barnett és mtsi., 1990;
http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/).

A M. pulcherrima (anamorf: C. pulcherrima) faj a Saccharomycetales
rendbe és a Metschnikowiaceae csaladba tartozik (http://www.yeast-
taxonomy.jp). Piros, diffuzibilis pigmentet termel6 telepek, klamidosporak
(,,pulcherrima” sejtek), 1-2 gombostliszerli aszkusz jellemz0 torzseinkre.

A M. fructicola filogenetikailag nagyon kozel all a M. pulcherrima-hoz
(Kurtzman és Droby, 2001). Morfolégiai és fizioldgiai tulajdonsdgaikat tekintve
elkiilonitésiik nagyon nehéz és 1iddigényes. Az irodalmi adatok alapjan
(Kurtzman és Droby, 2001; Molndr és Prillinger, 2005) a 37°C-on valé
novekedés (M. fructicola nd, a M. pulcherrima nem) szolgilhat az
elkiilonitésiikre. Mindkét faj potencidlis biokontroll 4gens a gombds rothadasi
folyamatok sordn, igy a B. cinerea-ra is hatast gyakorolnak (De Curtis és mtsi.,
1996; Piano és mtsi., 1997; Kurtzman és Droby, 2001; Sipiczki, 2006).

M. viticola (anamorf: C. cofuensis) szintén a Metschnikowia genusba
tartozik (www.yeast-taxonomy.jp). Morfoldgiailag jol elkiilonithetd az el6z6
két fajtol. Izoldtumaink krémes szinliek, nem termelnek pulcherrimin
pigmentet, 1:9 higitdsi burgonya-dextr6zos tdptalajon konjugdld sejteket és
gombostliszerli spordkat hoztak l1étre. A PCR-RFLP eredményeink segitségével
is elkiilonithetd az el6zd két fajtol. Fiziolégiai vizsgélataink eredményei
megegyeznek a szakirodalomban megadott adatokkal (Péter és mtsi., 2005).

A C. zemplinina szintén a Saccharomycetales rendbe tartozik, anamorf
(imperfekt) élesztdgomba, melynek szaporoddsa folyamdn ivaros folyamatok
nem figyelheték meg (http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/). Morfologidjukat

tekintve krémes telepek és ovdlis sejtek jellemzik torzseinket, vegetativ
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szaporodasuk sarjadzassal torténik. Szénforrdsként a szachardzt, glikozt,
raffindzt, nitrogénforrdsként a lizint hasznositjak torzseink. A C. stellata-val
ellentétben a C. zemplinina torzsek rendelkeznek 1%-os ecetsav tolerancidval
(Csoma és Sipiczki, 2008). A 2002, 2003-s izoldtumok esetében nem vizsgaltuk
az 1%-os ecetsav tolerancidt. Azonban a random mdédon kivéalogatott Candida
1zolatumok, valamint a 2004-ben izolalt torzsek mindegyike pozitiv eredmény
adott, illetve a TRNS 26S szekvencia elemzése alapjan is C. zemplinina-nak
bizonyult (14sd kés6bb).

A C. sorbosivorans a Saccharomycetales rendbe tartozik és nem ismert a
teleomorf alakja (James és mtsi., 2001). Torzseinknek krémszint telepei, kerek
sejtjei vannak, vegetativ szaporoddsuk sarjadzassal torténik. Az elvégzett
fiziolégiai vizsgdlatok eredményei megegyeznek a tipustorzsével (CBS 8768")
(James és mitsi., 2001).

A kovetkezd Cryptococcus, Rhodotorula és Rhodosporidium fajok a

Basidiomycota tagozatba tartoznak.
A Cr. magnus a Hymenomycetes osztilyba és Fell és mtsi (2000) vizsgdlatai
alapjan a Filobasidiales rendbe tartozik. A telepek krémesek, a sejtek ovalisak,
vagy kerekek, vegetativ szaporoddsuk = sarjadzdssal megy végbe,
megfigyeléseink alapjan. Az altalunk vizsgélt torzsek, és a szakirodalomban
taldlhat6 eredmények (Kreger-van Rij, 1984; Barnett és mtsi., 1990) kozott
kiillonbség van a mannit, ramndz, glicerin, nitrat és vitaminmentes tdpkdzegben
vald novekedés tekintetében.

A Cr. adeliensis szintén a Filobasidiales rendbe tartozik (Fell és mtsi
2000). Krémes telepek, kerek sejtek, sarjadzdssal torténd vegetativ szaporodds
jellemzi torzseinket. Elettani tulajdonsdgaikat tekintve eltérést taldltunk a
szachar6z, maltdéz, mannit, melibiéz, valamint a lizin hasznositisban a
tipustorzshoz képest (Scorzetti és mtsi., 2000; http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/).

Cr. albidosimilis is a Filobasidiales rendbe tartozik (Fell és mtsi., 2000).

Torzseinkre krémes szinii telepek, kerekek sejtek és sarjadzé vegetativ sejtek
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jellemzéek. A mi izoldtumaink novekedtek glicerinen és vitaminmentes
taptalajon, mig a tipustorzs (CBS 77117%) ezen esetekben negativ eredményt
adott (http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/).

Cr. flavescens (Torula flavescens) a Hymenomycetes osztilyba és a
Tremellales rendbe tartozik (Fell és mtsi., 2000; Takashima és mtsi., 2003;
www.yeast-taxonomy.jp). Kordbban a Cr. laurentii szinoniméjaként tartottak
szamon, de valdjaban egy kiilondllé faj (Takashima €s mtsi., 2003). A telepe
krémes, sejtjei ovalisak, vegetativ szaporoddsa sarjadzdssal tOrténik
(http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/). Az altalunk vizsgdlt torzsek esetében
tapasztaltunk gyenge novekedést 0,1%-os cikloheximid adagoldsa mellett, a
tobbi vizsgdlt paraméter esetében egyezést taldltunk az irodalmi adatokkal
(Takashima és mtsi., 2003; http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/).

A Rh. glutinis az Urediniomycetes osztilyba és a Sporidiobolus rendbe
tartozik (Fell és mtsi., 2000). A Rh. glutinis fajnak két valtozata van, a Rh.
glutinis var. glutinis (CBS20"), ami a tipustorzs, és a Rh. glutinis var.
dairenensis. Az izolatumok krémes, rézsaszin szinliek, a sejtek ovdlisak, a
vegetativ reprodukcié sarjadzdssal megy végbe, nem taldltunk ivaros
szaporodasra utalo jelet. Asszimilacids képességeiket tekintve, megegyeznek az
irodalmi adatokkal (http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/; Kreger-van Rij, 1984).

A R. kratochvilovae szintén a Sporidiobolus rendbe tartozik (Fell és mtsi.,
2000). Izolatumaink szine narancssirga, a sejtjeik kerekek, vegetativ tton
sarjadzanak. Az elvégzett konvenciondlis tesztek eredményei megegyeznek az
irodalmi adatokkal (http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/).

A Rh. nothofagi az Urediniomycetes osztalyba és a Microbotryum rendbe
tartozik (Fell és mtsi., 2000). A torzseink telepi krémes szinlek, sejtjeik
ovdlisak, megnyultak, vegetativ Uton sarjadzanak, nem taldltunk ivaros format.
Az asszimildcids teszteknél eltérést taldltunk az irodalmi adatok

(http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/; Kreger-van Rij, 1984) és a mi eredményeink
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kozott a galaktéz, cellobidz, raffindéz, glicerin, mannit, citrdt tartalmu
taptalajokon val6 novekedés esetében.

Végiil az A. pullulans, mely a gombdk Ascomycota tagozatiba, a
Dothideomycetes osztilyba, a Dothideales rendbe, valamint a Dothioraceae
csalddba tartozik (www.yeast-taxonomy.jp). Fekete, élesztOszerli gombdanak is
szoktdk hivni (Barnett és mitsi., 1990; Raspor és mitsi., 2006). A rézsaszin
telepek idOvel feketék lesznek, illetve az élesztdkhoz hasonld sejtjer nagyok,
megnyultak és ovdlisak. Torzseink valddi hifdkat hoznak 1étre. A
legelterjedtebb szaprofita a levegOben és antagonista hatast gyakorol a
sziirkepenészre (Schena és mtsi., 2003). A faymeghatdrozdsban a morfoldgiai és
szekvenciaelemzés eredményeit vettiik alapul.

A taxondémiai vizsgalataink egyik érdekes tanulsdga, hogy szdmos fajnal
lényeges eltérést taldltunk a szakirodalomban megadott hatarozékulcsok €s sajat
tapasztalataink kozott. Példaul a Cr. magnus, Cr. adeliensis és a Rh. nothofagi
esetében az izolatumaink a szekvenciaegyezés ellenére jelentds mértékben
eltértek a tipustorzstdl a fiziologiai tulajdonsagaikban. A kiilonbségek
kétségeket vetnek fel a kulcsok megbizhatésdgaval kapcsolatban, de legaldbbis
nagyfoku fajon beliili variabilitdsra utalnak.

Célkitlizésiinkben utaltunk arra, hogy munkdnk kezdetéig a Tokaji
borvidéken botrytizdlt sz0l0bdl késziilt borok élesztobiotdjat tobben is
vizsgaltdk, azonban a botrytizalt (nemesenrothadt) sz616k élesztobibtajardl csak
Bene és Magyar (2002) kozolt eredményeket. Ezeket 2006-ban egészitették ki
(Magyar és Bene, 2006).

Eredményeinket tekintve elmondhatd, hogy a botrytizlt sz8ldszemek
feliiletén M. fructicola (M. aff. fructicola) és H. uvarum élesztotorzsek
dominancidja volt szembet{ind, melyeket L. thermotolerans, C. zemplinina, A.
pullulans és bazidiomicétesz fajok kovettek. Magyar és Bene nem mutattak ki
M. fructicola torzseket, ezzel szemben a M. pulcherrima torzseket domindnsnak

talaltdk. Szamos Candida fajt is taléltak, melyek koziil mi csak C. zemplinina
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torzseket izolédltunk. Tovdbba nem izolaltak A. pullulans torzseket, amiket mi
szdmos esetben kimutattunk. Saccharomyces, Zygosaccharomyces és
Torulaspora torzseket viszont egyikiink sem mutatott ki botrytizalt
sz0l6szemeken.

A fajmeghatdrozas Bene és Magyar (2002, 2004), valamint Magyar és
Bene (2006) publikdcidiban konvenciondlis tesztek elvégzésére épiilt,
Kurtzman és Fell (1998) alapjan. Nem torténtek molekularis bioldgiai
vizsgalatok. Szdmos kutatdé és mi is utaltunk arra, hogy ezek a tesztek
esetenként félrevezethetdek is lehetnek. A megfigyeléseinkben taldlhaté
kiilonbségek a modszertani megkdzelitésiink eltérésébdl adodhatnak.

Az aszusodds mikrobiolégidjanak teljes folyamatat, mely az egészséges
sz016t6], a sériilton és a toppedten at a nemesenrothadtig terjed, senki nem
vizsgilta rajtunk kiviil ezidaig tObb szOldiiltetvényben egyidejlileg.
Gorogorszagban végeztek hasonlé megfigyelést Nisiotou és Nychas (2007), 6k
azonban csak egy évben gyljtottek egészséges, sziirkerothadt és
nemesenrothadt szOl0szemeket két vords szolofajtardl. Kovetkeztetéseiket
molekuldris bioldgiai mddszerekre alapoztdk. Vizsgalataik sordn 6k is a H.
uvarum torzseket talaltadk domindnsnak a nemesenrothadt szemeken, melyeket
M. pulcherrima, egyéb Hanseniaspora fajok, C. zemplinina és I. terricola
torzsek kovettek.

Az egészséges szOloszemek élesztObiotajat  vizsgdld, legujabb,
molekuléris technikdkat alkalmazé kutatdsok (pl. Prakitchaiwattana és mtsi.,
2004; Raspor és mitsi., 2006; Nishiotou és Nychas, 2007) szerint, a domindns
fajok az A. pullulans és a H. uvarum, melyeket Candida, Issatchenkia, Pichia,
Cryptococcus, Rhodotorula és Rhodosporidium fajok kovethetnek. A mi
vizsgalataink ezzel 0sszhangban vannak, azzal a kiegészitéssel, hogy mi a M.
fructicola (M. aff. fructicola) torzseket is a domindns éleszték kozé soroltuk,

mig masok nem tesznek emlitést az el6fordulasukrol.
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A sériilt szoloszemeken H. uvarum, M. pulcherrima és A. pullulans fajok
domindlnak, megfigyelhetdk még kisebb szdmban C. zemplinina,
Cryptococcus, Rhodosporidium, Issatchenkia fajok a molekularis vizsgalatok
eredményei alapjan (Prakitchaiwattana és mitsi., 2004; Nishiotou és Nychas,
2007). A mi eredményeink alapjan szintén a H. uvarum, és A. pullulans fajok
domindltak, valamint mdsok megfigyeléseivel ellentétben a M. fructicola, épp

499

ugy, mint az ép szO0ldszemek esetében. A ,, még 1édus”, ,,barnuld” és ,toppedt”
sz0l0szemekrdl izoldltunk még C. zemplinina, Rhodotorula, Lachancea,
Cryptococcus,  Metschnikowia, = Rhodosporidium  fajokat. Ezekr6l a
sz0l0szemekrdl izoldltunk még M. viticola élesztdtorzseket, melyekrdl csak
Péter és mtsi., (2005) tesznek emlitést, de kozleményiikbdl nem deriil ki, hogy
milyen sz016szemrdl izolaltak.

Ezen kiviill az 4ltalunk, kiillonboz6 szdloszemekrdl, izolélt fajok koziil
négyrdl, a Cr. adeliensis, Cr. flavescens, Cr. albidosimilis, és R. kratochvilovae,
nem taldltunk utaldst a szakirodalomban, hogy sz6l0r6l izolaltdk volna
kordbban.

Tovabba vizsgélataink sordn megfigyeltiik, hogy a C. zemplinina torzsek
ardnya az aszusodds elOrehaladtdval csokkent, valamint az asziszemeken
minimdlis mennyiségli A. pullulans torzs volt, és M. fructicola torzsek
dominéltak. A C. zemplinina és A. pullulans torzsek csekély szdma esetleg a
sz0l6bogydkon eléforduld egyéb éElesztok, penészgombdk és baktériumok
eléforduldsdval magyardzhatok, melyek gatolhatjdk egymds nodvekedését
antifungicid és antibaktericid hatbanyagaiknak koszonhetden. Példaul Candida,
Cryptococcus, Pichia, Metschnikowia, Rhodotorula, ¢és Sporobolomyces
fajokndl megfigyeltek antifungicid hatést (pl. Calvente és mtsi., 1999; Piano és
mtsi., 1997; Scherm és mtsi., 2003; Karabulut és mtsi., 2003; Qin és mtsi.,
2004; Sipiczki, 2006). Schena és munkatarsai (2003) vizsgélatai alapjan az A.
pullulans antagonista hatdst gyakorol a sziirkepenészre. A nemesrothadds soran

megnovekszik a baktériumok szdma (Joyeux és mtsi., 1984; Barbe és mitsi.,
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2001), melyek olyan anyagokat termelhetnek, amik gyengitik az élesztok
novekedési ilitemét a fermentdcidé sordn (Drysdale és Fleet, 1989). Sipiczki
(2006) M. pulcherrima torzsek novekedésre gyakorolt gatlasat figyelte meg C.
zemplinina, A. pullulans, B. cinerea, valamint egyéb fonalasgomba és
baktérium torzseknél. Azonban a H. uvarum, C. stellata, S. cerevisiae €s S.
uvarum torzseket nem taldlta érzékenynek. Izolatumaink kozott feltételezhetden
tobb a M. fructicola (M. aff. fructicola), mint a M. pulcherrima, azonban a két
faj nagyon kozel all egymashoz filogenetikailag, igy elképzelhetd, hogy a M.
fructicola is rendelkezik antagonista hatassal a C. zemplinina és A. pullulans
torzsekre.

Szamos kutaté megfigyelte a foldrajzi fekvés és a mikroklima hatdsat a
sz0lobogyo felszinén taldlhatd élesztOpopulacid Osszetételére €s slrliségére
vonatkozéan (pl. Barnett €s mtsi., 1972; De La Torre és mtsi., 1999; Bene és
Magyar, 2004; Raspor és mtsi., 2006). Hideg, esOs évjaratokban, nagyobb
ardnyban figyeltek meg bazidiomicétesz €lesztéfajokat, mint aszkomicéteszeket
(Fleet és mitsi., 2002). Raspor és mtsi (2006) Osszefiiggést lattak a sz6l0fajtak és
az el6fordul6 élesztéfajok kozott is.

Az dltalunk vizsgalt évjaratok kozil 2002-ben és 2004-ben a
mintavételezések elotti idédszakban mar hiivos volt az idd, néhdny napos eso is
volt, a relativ paratartalom magas volt. A Kirdly és Szarvas diildkben tobb
élesztéfajt tudtunk kimutatni ebben a két évben, mint a szdraz, napos 2003-as
évjarat esetében. Ugyanakkor nem volt tobb bazidiomicétesz faj izoldlhato,
mint aszkomicétesz. A 2003-as évben a Cr. flavescens-en kiviill nem volt mds
bazidiomicétesz fajunk ebben a két diildben.

A Bakonyi diilében csak két alkalommal mintdztunk (2003.09.09., 29.).
Ezekben az iddpontokban az iddjardsnak koszonhetéen a szO6l0 mar érett,
helyenként tilérett, az aszidsodds pedig eldrehaladott volt. A harom év alatt
izoldlhatd Rh. glutinis, R. kratochvilovae és Cr. albidosimilis torzsek dontd

tobbségét itt taldltuk. Ezen feliil taldltunk H. wuvarum, Cr. magnus, L.
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thermotolerans és M. fructicola torzseket. A bazidiomicéteszek dominancidja
ebben a diilében némiképp ellentmond a kordbban leirtaknak, hiszen az iddjaras
meleg €s szdraz volt. Valosziniileg a sz0l6fajta és annak érettsége jatszik kozre
ebben, itt ugyanis Zéta szO6l6fajtardl vettiik a mintdkat, mely kordbban érik,
mint a Furmint, és nagyobb cukortartalmat érhet el.

A mintdzdsok sordn nem volt kimutathatd Saccharomyces élesztofajok
jelenléte, nem izoldltunk ilyen tOrzseket. Ez 1is meger0siti a kordbbi
feltételezéseket, miszerint az iiltetvényeken nem, vagy csak igen kis szamban
fordulnak eld, és inkabb a szOl0 taroldsa és feldolgozasa sordn keriilnek bele a
mustba, késobb a borba.

C. stellata és C. zemplinina élesztoként azonositott torzseket
leggyakrabban a tulérett, botrytizdlt szolokkel és a beldlik készitett
borkiilonlegességekkel hozzdk Osszefiiggésbe (pl. Rosini és mtsi., 1982; Fleet
és mtsi., 1984; Mills és mtsi., 2002; Antunovics és mtsi., 2003). Azon nem—
Saccharomyces fajok kozé tartoznak, melyek torzsei képesek az erjedés
befejeztéig tulélni (pl. Constanti és mtsi., 1997; Clemente-Jimenez és mitsi.,
2004; Povhe és Raspor, 2005) és az érlelés sordn szelektiven felszaporodni
nagy cukortartalmu, alacsony alkoholtartalmu borokban, mint a tokaji
borvidékrdl szdrmazd Aszd, Asziesszencia és Esszencia (Csoma és Sipiczki,
2003, 2007).

Korabbi évek vizsgdlatai sordn nagy szdmban izoldltunk C. stellata
élesztotorzseket tokaj-hegyaljai borkiilonlegességekbdl, valamint
sz0l6bogyokrdl, amikor a Dbotrytiszes tevékenység és a szO6l6bogyo
élesztobiotijdnak  kapcsolatit  kutattuk.  Sipiczki  (2003)  eredményei
rdvilagitottak, hogy ezen izoldtumok egyarint lehettek volna C. stellata és C.
zemplinina torzsek. Az addig elvégzett asszimildcids és novekedési tesztek
alapjan nem lehetett a két faj torzseit elkiiloniteni.

Ezekkel parhuzamosan foly6 tanszéki kisérletek és eredményeik alapjan a

DBVPG 3827 C. stellata torzset a St. bombicola fajba soroltuk at (Sipiczki és
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mtsi., 2005). Ennek a torzsnek kordbban szdmos esetben vizsgaltdk a borra
gyakorolt hatdsit ugy, mintha C. stellata lett volna (Ciani és Ferraro, 1996,
1998; Ferraro és mtsi., 2000; Ciani €s mtsi., 2000). Mikor kideritettiik, hogy
nem az, felmeriilt benniink, hogy a mi izoldtumainkkal egyiitt Gjravizsgaljuk
mds, hazai és nemzetkOzi torzsgyljteményben taldlhatd C. stellata tdrzs
rendszertani hovatartozasat.

A kisérleteknél a tokaji borvidéken sz010rdl izolélt 21, Aszuesszencidbol,
Esszenciabdl izolalt 12, valamint torzsgyljteményektdl kapott 43 ,,C. stellata”
élesztotorzset vizsgaltunk meg. Ezen utobbiak kozott 21 szdrmazott sz016rdl,
mustbol, vagy borbdl.

A 26S rRNS DI1/D2 doménjét kddolo kromoszomalis szakasz
szekvencia elemzése alapjan C. zemplinina és C. lactis-condensi torzsek vannak
a mi izoldtumaink kozott, illetve C. stellata, C. zemplinina, C. davenportii, C.
bombi, C. lactis-condensi, St. bombicola, S. cerevisiae, S. uvarum, S. exiguus,
T. delbrueckii, D. hansenii és P. anomala torzsek a gyiijteményektol kértek
kozott.

Eredményeink tobbek kozott azt is bizonyitjdk, hogy a Coton és mitsi.
(20006) 4ltal, almaborbdl izolalt, valamint a Hierro és mtsi. (2006) altal spanyol
borbdl kimutatott, illetve kaliforniai édes, botrytizalt borbol szarmazé Candida
sp. torzs (Mills és mitsi., 2002) mindegyike a C. zemplinina tipustorzzsel
egyezik meg. Ugyszintén C. zemplinina és nem C. stellata trzseket taldltak a
portugdl vordsbor szOlofajta, a Castelao, mustjanak erjedése sordn (Baleiras
Cuoto és mitsi., 2005). Az adatbazisokban taldlt szekvencidk alapjan C.
zemplinina-ként azonositottunk egyéb portugdl borélesztdot (AY394855), illetve
gorogorszagi szO010rél szarmazd élesztét (DQ872872) is. Mindezekbdl az
kovetkezik, hogy a bordszatban a C. stellata alig fordul eld, a C. zemplinina
viszont anndl gyakoribb. Masfeldl, gyakorisidga ellenére nem mondhatjuk azt,
hogy specifikusan borban, vagy sz6l6n fordul eld, mivel izoldltdk ghénai

erjesztett kakaobol (Nielsen és mitsi., 2005, 2007) is, valamint két dltalunk
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meghatdrozott torzs egyike (CBS 2799) talajbol, a masik (CBS 4729) pedig
Drosophila-rdl lett izoldlva (Phaff és mtsi., 1956).

A rRNS ITS1-5.8S rRNS-ITS2 szakaszdnak PCR-RFLP eredményei
alapjan, az EcoRI és Pstl esetében nem tortént hasitds, ezek az enzimek nem
alkalmasak minden vizsgélt faj elkiilonitésére. A Hinfl-nél a C. bombi torzseket
lehet elkiiloniteni a tobbitdl. A Haelll nem hasitja a C. zemplinina, C. stellata
és C. davenportii szekvencidkat, a C. bombi és a C. lactis-condensi torzseknél
két, a St. bombicola torzseknél pedig harom fragmentet ad. A Dral a C. stellata
és C. davenportii torzseknél két egyforma fragmentet, a tobbi faj esetében két
némileg eltérd fragmentet hoz létre. Az Mbol alkalmas arra, hogy a C.
zemplinina torzseket elkiilonitsiik a tobbi fajtol. A C. zemplinina esetében
3204150 bp, a C. stellata-nél és C. lactis-condensi-nél 150+150+150 bp, a C.
bombi-ndl és St. bombicola-nal 200+140+140 bp, mig a C. davenportii esetében
150+150+60+60 bp nagysagu fragmenteket ad nagy valoszinliség szerint.

Sok gomba és élesztofaj esetében valtozd a kromoszomak szdma, de
esetenként lehet fajspecifikus is. Hogy pontosabb képet kapjunk a vizsgélt fajok
kariotipusardl és annak esetleges taxondmiai felhaszndlhat6sdgardl, a véltakozo
erOterti gélelektroforézis modszerét alkalmaztuk a BioRad CHEF-DRIII-as
rendszerét felhaszndlva. Sipiczki (2004) a C. stellata torzseknél (CBS 157T)
kimutatott egy >6 Mb, egy kb. 3 Mb és egy kb. 1.5-2 Mb nagysagu
kromoszémit. C. zemplinina torzseknél (CBS 9494") egy kb. 4 Mb és egy 1.8
Mb nagysdgu kromoszomat figyelt meg, de a 4 Mb nagysagu sdv esetében
feltételezte, hogy esetleg két egyforma, vagy nagyon hasonlé méretii
kromoszomat jelent. Egy masik C. zemplinina torzsnél az eldbbi 4 Mb
kromoszoma helyett egy kb. 4.5 Mb és egy 3.5 Mb nagysdgid kromoszomat
taldlt. Ezek alapjan arra a megallapitasra jutott, hogy a C. zemplinina genom
(kb. 9.8 Mb) valamivel kisebb, mint a C. stellata genomja (kb. 10.5-11 Mb). Az
altalunk meghatarozott egyetlen C. stellata (10-619/ ABT 804) torzs kariotipusa

harom kromoszomabdl all, ezek azonban méretiikben kiilonboznek a korabban
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vizsgalt CBS 157" és CBS 843 C. stellata kromoszéméktél, melyek egymaéstdl
is eltértek (Sipiczki, 2004). Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a C. stellata
torzsek hajlamosak lehetnek kromoszoma atrendez6désre. Ezzel ellentétben a
vizsgélt C. zemplinina torzsek mindegyike két, a tipustorzsével megegyezd
méretli kromoszomasdvval rendelkezik. A vizsgalt C. davenportii, C. lactis-
condensi és C. bombi torzseknek szintén harom kromoszomdjuk van, bér
méreteik eltérnek. Teljes genom méretiik koriilbeliill megegyezik a C. stellata és
C. zemplinina genomok méretével. Az eredmények alapjan ugy tlinik, hogy a
karfotipizalds alkalmas lehet mds moddszerekkel leirt taxondmiai eredmények
megerdsitésére, de onmagaban nem elegendd a faji hovatartozds eldontéséhez.

A konvenciondlis meghatarozdsi mddszerek sordn megvizsgéltuk tdbb
szénforrds, nitrogénforrds, szerves sav, alkohol asszimildcigjét, vitaminmentes
tdpkozegen, valamint 37°C-on valé novekedés képességét. Meglehetésen
heterogén képet kaptunk, a C. stellata (10-432T), C. zemplinina (10-372T)
tipustorzsek tulajdonségaitdl sok esetben eltérd eredményeket.

Az altalunk elvégzett asszimildcios tesztek eredményeit Osszevetve a
szakirodalmi  adatokkal = (Kreger-van Rij, 1984;  Sipiczki, 2003;
http://www.cbs.knaw.nl/Yeast/), ugy taldltuk, hogy a C. stellata és C.
zemplinina torzsek nagyon hasonld fizioldgiai tulajdonsdgokkal rendelkeznek:
asszimildljdk a gliikozt, szachardzt, raffinézt és lizint, sok mas szénforrdst
viszont nem tudnak hasznositani. Viszont taldltunk koztikk egy konnyen
vizsgédlhato kiilonbséget: a C. zemplinina torzsek rendelkeznek 1%-os ecetsav-
tolerancidval, mig a C. stellata torzsek nem. Egy esetben taldltunk eltérést, a
10-619-es (ABT 804) C. stellata torzsnél, amit balzsamecetbdl izolaltak (Solieri
és mtsi., 2006). Ez a torzs valdsziniileg adaptdlédott a savas kornyezethez.

Morfolégiailag és fiziologiailag is jol elkiilonithetdek voltak a C. stellata
torzsek kerek sejtjei a C. zemplinina apré ovdlis sejtjeitdl és a nem-Candida

izolatumoktol.
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A Candida torzsek fiziologiai tulajdonsidgai koziil, a savtermelést
gliik6zbdl, a kénhidrogén-termelést, a cukortoleranciat és az alkoholtoleranciat
vizsgéltuk.

A fermenticids képesség vizsgdlatakor azt szerettiik volna tudni, hogy
adott szénforrdst alacsonyabb, vagy magasabb hOmérsékleten hasznositanak
jobban. Ezért vizsgéltuk 16°C-on, mivel manapsag egyre inkdbb az alacsonyabb
erjesztési hdmérsékleteket preferdljdk a bordszatokban és 25°C-on azért, mert
ez egy altalanosan elfogadott optimélis novekedési homérséklet a boraszati
élesztogombdk esetében. Az alacsony homérséklet €s a lasst, egyenletes erjedés
kétségkiviil elonyds a borok aroma-0sszetétele €s az elsodleges aromaanyagok
megOrzése szempontjabol, ezért az utdbbi évtizedekben a fehérborok erjesztési
hémérséklete fokozatosan lefelé tolddott, €s ma tobbnyire 15-20°C kozott van,
s6t tobb orszdgban alkalmazzak a 10°C koriili, dn. hidegerjesztést is.

A C. zemplinina torzsekr6l elmondhat6, hogy 16°C-on nem, vagy csak
nagyon kis mértékben fermentaltdk a raffinézt, mig 25°C-on a torzsek nagyobb
része kis mértékben pozitiv eredményt adott. A torzsek dontd tobbsége a
gliik6zt, fruktdzt €s szachardzt 16°C-on aktivabban fermentdlta, mint 25°C-on.
Ez magyarazhaté azzal, hogy a C. zemplinina-t hidegtird fajként irtdk le
(Sipiczki, 2003, 2004). A vizsgélt C. stellata torzsek kis szdma miatt nem
mondhatjuk 4ltaldnossdgban, hogy 16°C-on fermentédljak jobban a gliikozt,
fruktézt és szachardzt, bar ez is megfigyelhetd volt, néhdny esetben. A St.
bombicola, C. lactis-condensi, C. davenportii és C. bombi torzseknél,
torzsenként és homérsékletenként valtozott a gliikéz, fruktéz, szachardéz és
raffin6z fermentdcidja. A C. bombi az 0Osszes tobbi torzzsel ellentétben
fermentélta még a trehaldzt is, mindkét hdmérsékleten.

Az alkoholos erjedés sordn szdmos madasodlagos anyagcseretermék
keletkezik, mely kihatdssal van a bor mindségére és aroma komplexitdsara. A
kénhidrogén kis mennyiségben az alkoholos erjedés normaélis mellékterméke,

amely nagy illékonysdga miatt dltaldban mar az elsd fejtéssel eltavolithato
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(Ribéreau-Gayon és mtsi., 2000). A nitrogénhidnyos mustokban az élesztok
H,S-termelése jelentdsen megnd, ami esetenként mar intenziv levegdztetéssel
sem tdvolithato el és zdptojasszagot okozhat.

Az éltalunk vizsgalt C. zemplinina, St. bombicola, C. davenportii torzsek
mindegyike nagyobb mennyiségli H,S-t termelt, mint a S. cerevisiae
kontrolltdrzs (S288c), mindkét vizsgdlt hdmérsékleten. A 10-619 C. stellata,
valamint a C. lactis-condensi torzsek esetében kaptunk a S. cerevisiae-vel
megegyezd, halvanyabb szint, 16-25°C-on, mint a 10-372" és 10-432" Candida
tipustorzseknél.

Munkénk sordn vizsgaltuk a torzsek ecetsavtermelésének a mértékét is.
Egészséges borokban az illdsav-tartalom tobb mint 95%-a ecetsav. Az
alkoholos erjedés folyaméan mindig keletkezik ecetsav, a cukrokbdl képzddott
acetaldehid diszmuticidja révén. Az élesztok tevékenysége folytan képzodott
ecetsav mennyisége fiigg az erjedés koriilményeitdl, de normadlis erjedéseknél
nem haladja meg a 0,6-0,8 g/l-t. Megfigyelések szerint a képz06dott ecetsav
mennyisége Osszefliggésben van a must cukortartalmdval: nagyobb
cukortartalmi mustokbdl tobb ecetsav keletkezik (Lafon-Lafourcade és mitsi.,
1984). Vizsgalataink sordn torzsenként véltozé eredményeket kaptunk a két
vizsgdlt hOmérsékleten. A St. bombicola torzsekre nagyobb mennyiségli
savtermelés jellemzd, mint a C. zemplinina, C. stellata és C. lactis-condensi
torzsekre.

A C. zemplinina-t hidegtlir6 és ozmotolerdns fajként irtdk le, mely
alkohol tolerancidja viszonylag jonak mondhaté (Sipiczki, 2003). 8%
alkoholtartalom esetén még tapasztaltak novekedést ndla szemben a tobbi,
bordszati szempontbdl 1ényeges, nem-Saccharomyces élesztével (Sipiczki,
2004; Pina és mitsi.,, 2004). A C. stellata cukor- és alkoholtlirése
visszafogottabb (Sipiczki, 2004). Megfigyeléseink eredményei megerdsitették
ezen kordbbi megallapitdsokat. A C. zemplinina torzsek esetében 10%

alkoholtartalom mellett allt be teljes novekedés gatlas vizsgélataink sordn. Az
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egyéb vizsgdlt fajok torzsei koziil a St. bombicola torzs ndvekedési iiteme
haladta meg a C. zemplinina torzsekét, kozelitett a S. cerevisiae
kontrolltorzséhez (S288c). A C. lactis-condensi izolatumunk mutatott a C.
stellata tipustdrzzsel (10-4327) egyezd lassi, gyenge ndvekedést, teljes gatldst
8% alkoholtartalom okozott. A legérzékenyebb a C. bombi torzs (11-17) volt,
mely novekedése 6%-os alkoholtartalomnal allt le.

A vizsgalt fajok kozil a St bombicola torzs bizonyult a
legozmotoleransabbnak. A S. cerevisiae (S288c), C. lactis-condensi (11-142) és

a C. davenportii (11-7) torzsek toleréltdk legkevésbé a magas cukortartalmat.
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7. OSSZEFOGLALAS

A Tokaji borvidék kiemelt helyet foglal el a magyarorszdgi borvidékek
kozott. Nemcesak torténelme, hagyomadnyai, de kiilonleges borai is az elsk kozé
emelik. A B. cinerea hatdsara nemesenrothadt sz610szemekbdl készitett tokaji
borkiilonlegességek méltan valtak Eurdpa- €s vildgszerte hiressé.

A dolgozat célja, hogy kibovitsiik és pontositsuk a Tokaji borvidék
élesztobiotijaval foglalkozé szakirodalmat. Az aszusodds folyamatanak
végigkisérésével igyekeztink képet kapni az élesztObiota Osszetételérdl és
valtozasarol, mikdzben folyamatos dtalakuldson megy keresztiil a szO16furt. A
vizsgélatok alapjan szerettiilk volna megerdsiteni, esetleg cafolni bizonyos, az
erjedd borban el6fordulo élesztofajok eredetére vonatkozo adatokat. A boraszati
szempontbol egyik legjelentdsebb élesztdfaj a S. cerevisiae kapcsan tobb eltérd
szakirodalmi adat van. Vannak, amelyek szerint a sz6l6rdl szarmazik, mésok
viszont a borészati lizemek feliileteir0l eredeztetik. A masik kérdéses faj a C.
zemplinina, mely kapcsan felmeriilt, hogy tokaji borkiilonlegességekben
cukortlirésének koszonhetéen domindns lehet, és eléforduldsi gyakorisdga
meghaladhatja a C. stellata-ét.

A vizsgdlatokat sz0l6szemek gylijtésével kezdtiik, melyek ép, még 1édus,
barnuld, toppedt, €s botrytiszes novedékkel bendtt toppedt (asziszem)
stddiumban voltak. A mintagyiijtés helyéiil harom szdl6teriiletet vélasztottunk:
a Szarvas dul6t (Tarcal), a Bakonyi diilét (Tarcal) és a Kirdly dilét (Mad).
Osszevetve a hdrom év mintavételeit 5262 darab élesztdtorzset izoldltunk a
harom vizsgalt teriiletrol.

Az izolélt élesztotorzsek identifikdlasat konvenciondlis és molekuléris
biologiai moédszerekkel végeztilk el. A konvenciondlis tesztek eredményei
alapjan csoportositottuk az izoldtumokat, majd mintatérzseket véalasztottunk ki,
melyek segitségével pontosan meghatdroztuk a csoport faji hovatartozasat.

Ennek érdekében elvégeztiik a torzsek rRNS 5.8S-ITS régidjanak PCR-RFLP

105



analizisét, és a riboszoma nagyobb alegységében szerepld 26S rRNS D1/D2
doménjét kodolé kromoszomadlis szakasz szekvencia elemzését. Mindezen
kisérletek alapjan 15 fajt hatdroztunk meg, melyek a H. wvarum, M.
pulcherrima, M. fructicola, M. viticola, C. zemplinina, C. sorbosivorans, L.
thermotolerans, Cr. flavescens, Cr. magnus, Cr. albidosimilis, Cr. adeliensis,
Rh. glutinis, Rh. nothofagi, R. kratochvilovae, valamint az A. pullulans voltak.
A dominans élesztéfajok a H. uvarum, M. fructicola, valamint a C. zemplinina
voltak, illetve az A. pullulans dimorf penészgomba, mind az otféle bogyon.

A t6bb mint 5200 izolatum kozott nem taldltunk S. cerevisiae torzseket.

Az izolélt fajok koziil négyrol, a Cr. adeliensis-r0l, Cr. flavescens-r0l, Cr.
albidosimilis-t6l, és R. kratochvilovae-r6l, nem taldltunk utalast a
szakirodalomban, hogy sz010rdl izoléltdk volna korabban.

Tovabba vizsgdlataink sordn megfigyeltik, hogy a C. zemplinina
torzsek ardnya az aszisodds eldrehaladtdval csokkent, valamint az
aszuszemeken viszonylag kevés A. pullulans torzs volt. Ez feltételezhetden
Osszefiiggésben lehet azzal, hogy a Metschnikowia torzsek elszaporodtak,
melyek gatolhattdk novekedésiiket.

A hlivosebb, parasabb évjaratokban (2002, 2004) tobb élesztdfajt
tudtunk izoldlni, mint a szaraz és meleg 2003-as évben.

Osszefiiggést taldltunk a szél6fajta és az eléfordulé élesztéfajok kozott
is. A 2003-as évjaratban, sajitsdgai ellenére, tobb bazidiomicétesz élesztéfajt
izoléltunk a Zéta sz0l6fajtan, mint a Furminton.

Korabbi évek vizsgdlatai sordn nagy szdmban izoldltunk C. stellata
élesztOtorzseket Dbotrytizdlt borokbol, valamint szO6l0bogyokrol. Korédbbi
vizsgalatok eredményei ravildgitottak, hogy ezen izoldtumok egyarant lehettek
volna C. stellata és C. zemplinina torzsek. Az addig elvégzett asszimilacios és
novekedési tesztek alapjdn nem lehetett a két faj torzseit elkiiloniteni.
Kiegészitendd sajat eredményeinket, 43 mdas gylijteményben lerakott ,,C.

stellata” torzset is megvizsgaltunk sajit izoldtumainkon (33) kiviil, hogy
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Osszehasonlithassuk a két faj torzseit. Pontos identifikdlasukhoz molekuléris
technikdkat haszndltunk, mint az ITS1-5.8S rRNS gén-ITS2 régidjanak PCR-
RFLP analizise és a 26S rRNS D1/D2 doménjét kddol6 kromoszomalis szakasz
szekvencia elemzése.

Eredményeink azt igazoltdk, hogy a C. stellata névvel ellatott élesztOk
jorésze nem azonos a C. stellata tipustorzzsel. A legtobb C. stellata-ként
azonositott és dolgozatunkban vizsgélt torzs olyan fajokhoz tartozik, melyeket
az izoldlasukkor még nem ismertek, mint példaul a C. zemplinina, C. lactis-
condensi, C. davenportii, vagy a St. bombicola. Néhany esetben azonositottunk
Saccharomyces (11-80/CCY 26-10-7, 11-61/DBVPG 4171), Debaryomyces
(11-78/CCY 26-13-1), Pichia (11-65/DBVPG 3826) és Torulaspora (11-
3/RIVE 3-16-1) torzseket a gyljteményektol kért torzsek kozott. A C. stellata
boraszati vonatkozasairol sz6l6 kordbbi megfigyelések jelentds része a DBVPG
torzsek megfigyelésein alapult. Ezen tOrzseket vizsgdlataink sordan St.
bombicola-ként azonositottuk.

A vizsgdlt sz016rdl és borbdl szarmazé CBS, RIVE, CECT, FAW, Rbst,
Rst torzseket, valamint sajat, sz610rdl és botrytizalt borbol szdrmazé torzseinket
a C. zemplinina fajba sikeriilt sorolnunk. Egyetlen C. stellata-t sem talaltunk
koztiik, ami megerdsiti azt a feltételezésiinket, hogy a C. stellata kevésbé
gyakori a sz6l0n és a borok erjedése sordn, mint azt kordbban gondoltdk. A
botrytizalt borok esetében a C. zemplinina nagyobb el6forduldsi gyakorisdga
Osszefiiggésben lehet a jobb ecetsavtolerancidjaval. Vizsgalataink alapjan a C.
zemplinina novekszik 1%-os ecetsav koncentrécio esetében is, mely gatolja a C.
stellata novekedését. Az 1%-os ecetsav-tolerancia alkalmazhaté lehet a
konvenciondlis taxondmiai tesztek sordn is a C. stellata és C. zemplinina
torzsek elkiilonitésére.

Az ITS PCR-RFLP soran alkalmazott restrikciés endonukledzok koziil az
Mbol és Dral adott megfeleld elkiilonitési alapot a C. stellata és C. zemplinina

kozott, valamint az Mbol alkalmas arra, hogy a C. zemplinina torzseket
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elkiilonitsiik a C. lactis-condensi, C. davenportii, C. bombi és St. bombicola
fajoktol.

A C. zemplinina Xariotipizéldsa sordn ugy taldltuk, hogy genomja
méretben kozel azonos a kdzelrokon, dolgozatban vizsgalt Candida fajokéval.
Azonban stabilabbnak bizonyult, mint a C. stellata genom.

Fiziologiai tulajdonsdgaikat tekintve elmondhaté a C. zemplinina
torzsekrdl, hogy termelnek savat, alacsonyabb hdmérsékleten kevesebbet,
kénhidrogént, homérséklettol fiiggetleniil nagyobb mennyiséget,
ozmotoleransak €s 10%-ig elviselik az alkoholt. Ezzel szemben a C. stellata
torzsek gyengébb novekedésiiek, kevésbé ozmotolerdnsak, és 8% alkohol mar
blokkolja a novekedésiiket. A C. lactis-condensi torzsek savtermeldk, kevesebb
kénhidrogént termelnek, 6% alkohol mar géitolja a ndvekedésiiket és kevésbé
ozmotolerdnsak mint a tobbi vizsgalt Candida faj. A St. bombicola torzsek
novekedési erélye, ozmotolerancidja €s alkoholtiirése jobb, tobb savat és kozel
azonos mennyiségli kénhidrogént termelnek, mint a C. zemplinina torzsek.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy feltehetden savtolerancidja,
ozmotolerancidja és alkoholtolerancidja teszi a C. zemplinina torzseket

versenyképesebbé a Tokaji borvidéken mas Candida fajokkal szemben.
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8. SUMMARY

Tokaj 1s one of the major European wine regions, where botrytized wines
can be produced. The most characteristic products of the region are sweet and
dessert wines made from botrytized grapes by fermentation at low
temperatures.

The aim of this work was to confirm and refine previous examinations of
the yeast biota of this wineregion. We studied wine yeasts isolated from grapes
of the region, in order to obtain more information about the indigenous biota
that colonises grapes being in various stages. We wanted to confirm or refute
certain observation on the origin of certain yeasts occuring in fermenting wine.
There is much debate and controversy in the literature about occurrence of S.
cerevisiae, the most important wine yeast. While some authors belive that the
grape berry is the natural origin of it, others do not agree with this view and
belive the winery equipment to be the main source. The other problematic
species 1s C. zemplinina wich is almost indistinguishable from C. stellata, may
be more abundant than C. stellata in the Tokaj wines due to its tolerance to high
sugar concentrations.

The taxonomic identification of the isolates was done by
conventional yeast identification methods based on morphology, sporulation,
utilisation of certain carbon sources, and nitrogen sources, tolerance to ethanol,
1 % acetic acid, growth at various temperatures, etc. The isolates were then
grouped according to resultes of the tests. Representatives of each group were
then subjected to molecular analysis. The PCR-RFLP of the ITS1-5.8S-ITS2
region and the sequencing of the 26S region of the rDNA revealed that most
isolates belonged to H. uvarum, M. pulcherrima, M. fructicola, M. viticola, C.
zemplinina, C. sorbosivorans, L. thermotolerans, Cr. flavescens, Cr. magnus,
Cr. albidosimilis, Cr. adeliensis, Rh. glutinis, Rh. nothofagi, R. kratochvilovae

and A. pullulans.
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The dominant species were H. uvarum, M. fructicola, C. zemplinina and
A. pulcherrima.

We could not identify Saccharomyces species among the 5200 isolates. In
the literature we found no reference on the occurrence of Cr. adeliensis, Cr.
flavescens, Cr. albidosimilis and R. kratochvilovae on grape berries.

We observed that the amount of C. zemplinina strains decreased with
the progress of Botrytis infection and A. pullulans strains were present in
insignificant amount on botrytized grapes. Probably, the predominating
Metschnikovia yeasts growing on there grapes can antagonize the growth of the
C. zemplinina and A. pullulans strains.

We could isolate more yeast species in colder, more rains vintages of
2002 and 2004 than in the warm, more sunny vintage of 2003. In spite of the
temperature in 2003, we isolated more basidiomycetes species in Bakony
vineyard, where the Zéta grape variety was sampled. Probably, the
basidiomycetes species have some preferences for the Zéta grape variety.

In earlier years, we isolated high amount of C. stellata strains from
botrytized wines and grapes. The two species could not be distinguished by
conventional assimilation and growth tests. To obtain more data about the
taxonomic position of these yeasts, we involved additional 33 isolates from our
collection and 43 strains deposited in other collections as strains of “C.
stellata”. For their reclassification we used molecular methods such as the
PCR-RFLP of the ITS1-5.8S rRNA gene-ITS2 and the sequence analysis of the
chromosomal region coding for the D1/D2 domain of the 26S rRNA.

Our results demonstrate that the species name C. stellata has been used
for yeasts, many of which, in view of recent developments of yeast taxonomy,
are not conspecific with the type strain of C. stellata. Most strains originally
identified as C. stellata and examined in this study turned out to belong to
species that were not known yet at the time of their isolation, such as C.

zemplinina, C. lactis-condensi, C. davenportii or St. bombicola. In some cases
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we identified Saccharomyces (11-80/CCY 26-10-7, 11-61/DBVPG 4171),
Debaryomyces (11-78/CCY 26-13-1), Pichia (11-65/DBVPG 3826) and
Torulaspora (11-3/RIVE 3-16-1) among strains deposited in the culture
collections. Considerable amount of information published about C. stellata in
wine-making came from the investigation of DBVPG strains, which were found
to be strains of St. bombicola.

The CBS, RIVE, CECT, FAW, Rbst, Rst strains originated from grape
and wine and our isolates turned out to be C. zemplinina. C. stellata was not
found among yeasts newly isolated from noble rotted grapes and botrytized
wines either. The findings indicate that C. stellata is far less widespread in
grapes and natural wine fermentation than hitherto thought. In the case of
botrytized wines, the higher occurrence of C. zemplinina might be due to its
ability to withstand higher acetic acid concentrations. This study found that C.
zemplinina grows in the presens of 1% acetic acid, which is inhibitory to C.
stellata. The response to 1% acetic acid is a physiological trait that can be
exploited in routine taxonomic differentiation of the strains of these species.

In the ITS PCR-RFLP the restriction endonucleases Mbol, Dral proved to
be suitable for the differentation of C. stellata from C. zemplinina. Mbol can
also be used to separate C. zemplinina strains from species C. lactis-condensi,
C. davenportii, C. bombi and St. bombicola.

The genome of C. zemplinina is similar in size to the genome of C.
stellata (and the genomes of the related C. bombi, C. lactis-condensi and St.
bombicola) but appears to differ from it in stability. The C. zemplinina
chromosomes are less variable than those of C. stellata. This stability indicates
that chromosome rearrangements may not be as important in this species for the
adaptation to the changing conditions during wine fermentations.

In view of physiological traits of C. zemplinina strains, it can be said
that they produce lower amount of acids at low temperature, higher amount of

sulphur dioxid, independently of temperature and they are more osmotolerant
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than C. stellata and C. lactis-condensi strains. C. zemplinina tolerates ethanol
up to 10%, C. stellata tolerates ethanol up to 8% and C. lactis-condensi up to
6%. St. bombicola strains grow much better, are more osmotolerant and ethanol
tolerant, produce more acid than C. zemplinina strains and produce about the
same amount of sulphur dioxide as C. zemplinina. Our resultes suggest that the
acid-, osmo-, and alcoholtolerance make C. zemplinina more competitive in the

Tokaj wineregion contrary to other Candida species.
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12. MELLEKLETEK

1. szamu melléklet: A begyiijtott sz6l16mintak felsorolasa

1. tablazat: A mintaként szolgalé szo6lofiirtok és szoloszemek jellemzése,

Kiralydalo, Mad, 2002.10.03.

Fiirt Szem A sz616szem megjelenési formdja

1 1 ép

még 1édus

barnuld

toppedt sz6l6szem Botrytis- novedékkel (asziszem)

toppedt

barnuld

ép

barnuld

toppedt sz6l0szem Botrytis- novedékkel (asziszem)

ép

barnuld

toppedt

toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (aszuszem)

barnuld

toppedt

ép

toppedt

N
QN[ = (N =AW=

toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (aszuszem)

2. tablazat: A mintaként szolgdlo szolofiirtok €s szoloszemek jellemzése,

Szarvas dulo, Tarcal, 2002.10.10.

Fiirt Szem A sz616szem megjelenési formdja
11 1 ép
2 barnul6
3 sz6l6szem minimaélis Botrytis- novedékkel (asziszem)
4 sz0l0szem Botrytis- novedékkel (asziszem)
5 toppedt
12 1 ép
2 barnul6
3 sz6l6szem minimaélis Botrytis- novedékkel (asziszem)
4 sz0l0szem Botrytis- novedékkel (asziszem)
5 toppedt
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2. tablazat: Folytatds az el6z6 oldalr6l

Fiirt Szem A sz6l0szem megjelenési formdja
13 1 ép
2 barnul6
3 sz616szem minimélis Botrytis- novedékkel (asziszem)
4 sz6l6szem Botrytis- novedékkel (asziszem)
5 toppedt
14 1 ép
2 barnuld
3 sz6l6szem Botrytis- novedékkel (asziszem)
4 toppedt
5 enyhén toppedt
15 1 ép
2 barnuld
3 barnuld
4 sz0l0szem Botrytis- novedékkel (asziszem)
5 toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (aszuszem)
16 1 ép
2 még 1édus
3 barnuld
4 toppedt

3. tablazat: A mintaként szolgdlé szOlofiirtok és szoloszemek jellemzése,

Szarvas dulo, Tarcal, 2003.09.08.

Firt | Szem | A sz6l6szem megjelenési formdja
T1 1 ép

2 még 1édus

3 barnul6

4 toppedt
T2 1 ép

2 még 1édus

3 barnul6

4 toppedt

5 penészes, szdraz

6 toppedt sz010szem Botrytis- novedékkel (aszuszem)
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3. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrél

Firt | Szem | A sz6l0szem megjelenési formdja
4a 1 ép

2 még 1édus

3 barnul6

4 toppedt
Sa 1 ép

2 még 1édus

3 barnul6

4 toppedt

4. tablazat: A mintaként szolgdlé szolofiirtok €s szoloszemek jellemzése,

Bakonyi diil6, Tarcal, 2003.09.08.

Fiirt Szem | A sz6l0szem megjelenési formaja
6a 1 ép
2 még 1édus
3 barnul6
4 toppedt
5 toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (asziuszem)

5. tablazat: A mintaként szolgdlé szOlofiirtok és szOloszemek jellemzése,
Kiralydils, Mad, 2003.09.29.

Fiirt Szem A sz6l6szem megjelenési formdja
7 1 ép

2 még 1édus

3 barnul6

4 toppedt

5 toppedt sz010szem Botrytis- novedékkel (aszuszem)
8 1 ép

2 még 1édus

3 barnul6

4 sz018szem Botrytis- novedékkel (asziszem)
9 1 ép

2 még 1édus

3 barnul6
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5. tablazat: Folytatds az el6z6 oldalr6l

Fiirt Szem A sz0l6szem megjelenési formdja
9 4 toppedt
5 sz018szem minimdlis Botrytis- novedékkel
10 1 ép
2 még 1édus
3 barnul6
4 toppedt sz6l0szem Botrytis- novedékkel (asziszem)
5 toppedt

6. tablazat: A mintaként szolgdlé szolofiirtok €s szoloszemek jellemzése,

Bakonyi diil6, Tarcal, 2003.09.29.

Fiirt Szem A sz06l0szem megjelenési formdja
6b 1 ép
2 barnul6
3 toppedt
4 toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (asziuszem)

7. tablazat: A mintaként szolgdlé szolofiirtok és szoloszemek jellemzése,

Szarvas dulo, Tarcal, 2004.10.07.

Fiirt

Szem

A sz016szem megjelenési formédja

17

1

€p

még 1édus

barnuld

toppedt

toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (aszuszem)

18

€p

még 1édus

barnul6 (Botrytis- novedékkel)

toppedt

toppedt sz6l0szem Botrytis- novedékkel (asziszem)

19

€p

még 1édus

barnul6 (penész)

toppedt

NI WRIN= N W= NN

toppedt sz6l0szem Botrytis- novedékkel (asziszem)
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8. tablazat: A mintaként szolgdlé szOl6fiirtok és szoloszemek jellemzése,

Kiralydalo, Mad, 2004.10.07.

Fiirt

Szem

A sz6l6szem megjelenési formdja

22

1

ép

még 1édus

barnul6 (Botrytis- novedékkel)

toppedt

toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (aszuszem)

23

€p

még 1édus

barnul6 (Botrytis- novedékkel)

toppedt

toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (aszuszem)

24

€p

még 1édus

barnul6 (Botrytis- novedékkel)

toppedt

N B[R [=N| RN —=N||W[N

toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (aszuszem)

9. tablazat: A mintaként szolgdlé szOl6fiirtok és szoloszemek jellemzése,

Szarvas dulo, Tarcal, 2004.10.27.

Fiirt

72
N
(¢]
8

A sz6l6szem megjelenési formdja

30

€p

még 1édus

barnul6 (Botrytis- nbvedékkel)

toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (aszuszem)

31

€p

még 1édus (penész)

barnul6 (Botrytis- novedékkel)

toppedt

toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (aszuszem)

32

€p

még 1édus

barnuld

toppedt

N RPN |= NV =W

toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (asziuszem)
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10. tablazat: A mintaként szolgdld szOlofiirtok és szolészemek jellemzése,

Kiralydtlo, Mad, 2004.10.27.

Fiirt Szem A sz6l6szem megjelenési formdja
25 1 ép

2 még 1édus

3 barnul6

4 toppedt sz010szem Botrytis- novedékkel (asziszem)
26 1 ép

2 még 1édus

3 barnul6

4 toppedt sz0l0szem Botrytis- novedékkel (asziszem)
27 1 ép

2 még 1édus

3 barnul6

4 toppedt sz010szem Botrytis- novedékkel (asziuszem)
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1. tablazat: A vizsgélt Candida torzsek konvenciondlis taxondmiai tesztjeinek eredményei
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1. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrol
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1. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrol
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1. tablazat: Folytatas az el6z6 oldalrol

novekedés
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3. szamu melléklet: kénhidrogén-termelés vizsgalata

. 11-145
11-146
& 11-149 11-152
®) Q
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® o o
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11227 11-28
o Q 1 -@ 1130
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® 113 11-9
876 9 o)
11-328 [5) 11-7
[} . @
11-30 b\

1. 4bra: Kénhidrégén-termelés vizsgalata 25 °C-on, 10 nap elteltével

2. abra: Kénhidrégén-termelés vizsgdlata 25 °C-on, 10 nap elteltével a

kontrolltorzsek esetében

| Térélt: 44
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(] ©
1192
lm%

/- Q __ \
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11-33 @

1130/ \.

3. abra: Kénhidrégén-termelés vizsgalata 16 °C-on, 10 nap elteltével

4. abra: Kénhidrégén-termelés vizsgdlata 16 °C-on, 10 nap elteltével a

kontrolltorzsek esetében
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4. szama melléklet: Savtermelés vizsgalata

;i

2. dbra: Savtermelés vizsgdlata 25 °C-on, 10 nap elteltével a kontrolltérzsek

esetében
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4. abra: Savtermelés vizsgdlata 16 °C-on, 10 nap elteltével a kontrolltorzsek

esetében
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