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1. Bevezetés

m Az élesztok nagy része a szOlorél és a sziireti,- valamint a pincészetben haszndlatos
munkaeszkozokrol keriil a mustokba (Pretorius, 2000; Mortimer €s Polsinelli, 1999). Az erjesztés
kezdeti féazisdban a szOlészemekrdl szdrmazd Kloeckera, Hanseniaspora ¢és Candida fajok
dominancidja a jellemzd (Bisson és Kunkee, 1993; Cocolin és mitsi., 2000), az alkohol
koncentraci6janak 3-5%-ra valé novekedésével azonban a Cryptococcus, Kluyveromyces,
Metschnikowia és Pichia fajok keriilnek el6térbe. A fermentdcié méasodik harmadéra pedig szinte mar
csak az alkohol tolerdns Saccharomyces-fajok maradnak meg (Fleet és Heard, 1993; Schutz és Gafner,

1994) nekik készonhetden a must fokozatosan borra valik

B Napjainkban a mustok szaritott éleszto-kultirdkkal (,,starter”) valé beoltdsdval a fermentacid
felgyorsitasat, az erjedési folyamatok ellendrizhetové tételét és befolydsoldsat érte el a biotechnoldgia.
A kiilonboz06 starter-élesztOknek stabil genetikai dllomdnnyal kell rendelkezniiik, hogy alkalmazdsuk
sordn a bor mindségét befolyasolo jellegeik ne valtozzanak €és ugyanazt a megbizhat6 iz-, aroma,- és
zamatmindséget produkaljdk. A bordszatban leggyakrabban alkalmazott startereket a Saccharomyces

cerevisiae €s S. uvarum élesztéfajok valtozataibol (torzseibdl) allitjak eld.

m Tokaj-hegyalja pincészeteibdl évek Ota izoldl tanszékiink kiilonbozd élesztéfajokat. A
Saccharomyces cerevisiae mellett a késoi erjedési fazisbol, illetve a botrytizalt sz610kbol szarmazd
mustokbol nagy mennyiségli Saccharomyces uvarum torzset is sikeriilt izoldlnunk. Igen valdészind,
hogy a jellegzetes ,tokaji iz” kialakuldsdhoz ez az élesztd is jelentdsen hozzdjarul. Sikeriilt a
mintavételek sordn néhdny — feltehetdleg - e két faj (Saccharomyces cerevisiae és S. uvarum)
természetes hibridjét is fellelniink, azonban ezeknek a hibrideknek a tovabbi genetikai vizsgdlata

akadalyba iitkozott, mivel nem képeztek sporat, vagy nagyon gyengén sporaztak.

B Az interspecifikus hibridek el6forduldsa a természetben evoliciésan nagyon érdekes

jelenségnek szamit, hiszen néhany ritka kivételtdl eltekintve sterilek: a keletkezett kombindlt sziil6i
géndllomédny csupidn egyetlen nemzedékbe adddik tovdabb. De, amellett, hogy egyfajta ,luxus”-t
jelentenek a természet részérdl, mégis kialakuldsuk valdésziniileg egy uj faj keletkezésének egy
lehetséges ttja - néhany ezer év sordn. Az ilyen €lesztohibridek az érdeklddés kozéppontjaba keriiltek
a modern bordszatban is (Zambonelli és mtsi., 1997; Masneuf és mtsi., 2003). Biotechnolégiai
jelentdségiik, hogy a kivalogatott, boraszati szempontbdl nagyon j6 tulajdonsagokkal biré élesztéfajok
keresztezésével, azok elonyos tulajdonsdgainak kombinédlédasaval egy sikeresebb erjesztd ,hibridfajt”

lehet 1étrehozni, melynek a genetikai dllomdnya is stabil (Caridi és mtsi., 2002).



m Keresztezési kisérleteinkkel megprébéltuk feltarni a két, evolicidsan mar kiilon fajként emlitett
Saccharomyces élesztéfaj kozotti hibrid létrejottének lehetséges molekuldris hatterét. Kisérleteink
érdekessége, hogy a vizsgdlt S. cerevisiae x S. uvarum hibridiink fertilis utédnemzedéket hozott létre,

sOt egészen a negyedik utédnemzedékig nyomon kovethettiik a generdcidkat.



2. Uj tudoményos eredmények

m A dolgozatban egy laboratériumi leu” S. cerevisiae (10-170) és egy ura™ tokaji S. uvarum (m9)
auxotrof markerekkel ellatott sziilok keresztezésébdl szarmazo egyetlen hibrid vizsgalatat mutatjuk be
részletesen. A hibridet 21db SMA-n kinétt telep koziil valasztottuk ki. A prototréfia a két auxotréf
sziild sikeres keresztezOdésére utal. Emellett a hibridre jellemz6 volt a 37°C-on valé novekedés is, ami
eredetileg csak a S. cerevisiae sziilo tulajdonséga illetve a melibiéz fermentécié képessége, ami pedig
eredetileg csak a S. uvarum sziild sajatsdga (Vaugham-Martini és Martini, 1987; Zambonelli és mtsi.,

1997) volt.

10-170 (S. cerevisiae) x m9 (S. uvarum)
hibrid

F, generéci6 (1a, lb,@ld; 4a, 4b, 4c, 4d)

F, generici6 (4a, 4b, 4c, 4d;6b, 6¢, 6d)

F3 generacio (la, 1c, 1d)

F4 generaci6 (1a, 1b, 1c, 1d)

1. abra A hibridbdl szarmaztatott utédnemzedékek a dolgozatban bemutatott tetradokkal.

m A természetbdl izoldlt és a Naumov-féle spora-spora keresztezési modszerrel eldallitott
interspecifikus hibridekkel ellentétben az altalunk izolélt hibrid nagyon j6l spérazott (50%), és — ami
még kivételesebb jelenség — a kapott spérdkra magas spoéra-€letképesség (70%!) volt jellemzo.
Ezekbdl a spoérdkbol képzodott klonok (F;) pedig ugyancsak jol spéraztak igy eldéllithattuk a
kovetkezd utédnemzedéket (F,), majd az azt kovetdt (Fs) is az el6z0 nemzedék spordztatasaval, és igy
tovdbb, egészen a negyedik (Fs) generdcidig. Ahhoz azonban, hogy ilyen magas aranyban kapjunk
életképes spordkat a keresztezésbe vitt 10-170 S. cerevisiae-nek és az m9 S. wuvarum-nak a
zigétaképzése eldtt, vagy alatt egy teljes genom-duplikdciot kellett ,.csindlnia”, ugyanis csak igy
magyardzhatd, a meidzis elsd profdzisdban bekovetkezett kromoszoma-parosodas, ami nélkiil a
meidzis nem tud végbe menni. Ha elmarad a meidzis, vagy abnormalisan jatszddik le, akkor vagy nem
képzddnek spordk, vagy életképtelen genommal jonnek 1étre (de Barros Lopez és mitsi., 2002; Delneri
és mtsi., 2003; Fisher és mtsi., 2000; Marioni €s mtsi., 1999; Masneuf és mtsi., 1998; Naumov, 1987;
Zambonelli és mtsi.,, 1997;). Esetiinkben a spérak életképesek voltak, azaz a zigéta és a beldle
kifejlédott hibrid ploiditdsanak szintje 2n-nél magasabb lehetett. Nagy valdszinliséggel allotetraploid.

Feltételezésiinket megerdsitette az idokozben megjelent kozlemény, amelyben Sebastiani és mitsi.



(2002) életképes fertilis spordkat képzd interspecifikus hibridrdl szamol be. Feltételezésiik szerint a

hibrid allotetraploid volt.

m A sikeres hibridizolalast a hibrid és utédnemzedékének molekularis genetikai elemzése kovette.
Els6ként pulzald erdterli gélelektroforézissel elkészitettiikk a hibrid elektrokariogramjéat, melyen jol

lathatdk a sziiloi eredetti kromoszomak.
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2. abra A keresztezéshez hasznalt sziil6k és a hibrid elektrokariogramja. 1.: m9, 2.: hibrid, 3.: 10-170.

m Az elektrokariogramok S. cerevisiae eredeti Y’ telomer szekvencidval valé Southern
hibridizalasa is szépen mutatja a hibrid S. cerevisiae sziil6tdl 6rokolt kromoszomait. A S. uvarum
eredetileg nem rendelkezik ilyen szekvencidkkal. A vizsgalt utédnemzedékek esetén a vizsgalt
tetrddok tagjain beliil gyakran észleltiink 2:2 szegregiacidkat a kromoszomahossz mintdzatokra. Az Y’
Southern analizis a harmadik €s negyedik genericié esetében mar nem mutat jelentds mintdzatbeli

kiilonbséget.



3. abra Pulzdl6 erdterii gélelektroforézissel készitett elektrokariogram (a) és Y’ hibridizaci6 (b). 1.: m9
S. uvarum, 2.: 10-170 x m9 hibrid, 3.: 10-170 S. cerevisiae.

--E! gg"‘

4. abra Az els6 utédnemzedék két teljes tetrddjanak elektrokariogramja (a) és Y’ Southern hibridizaciéja
(b). 1.: Fy 1a; 2.: 1b; 3.: 1c; 4.: 1d; 5.: 4a; 6.: 4b; 7.: 4c; 8.: 4d; 9.: hibrid. Az 1. és 2. szamu nyil az
elektrokariogramon lathat6 kromoszéma-atrendezddéseket jeloli. A 3. 4. 5. és 6. szdmud nyilak a
kariogramr6l késziilt memranon az wjonnan megjelend hibridizacidés sdvokat jelolik. A szaggatott
fiiggdleges vonal a nagyobb kromoszémak mérettartomanyaban lathaté jelolédés-intenzitds beli
kiilonbségekre hivja fel a figyelmet.
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5. abra. A masodik utédnemzedék két teljes tetradjanak pulzalé erétert gélelektroforéise (a) és Y’
Southern hibridizacidja (b). 1.: F, 4a; 2.: 4b; 3.: 4c; 4.: 4d; 5.: 6a; 6.: 6b; 7.: 6¢; 8.: 6d. Az
elektrokariogramon az 1. és 2. szdmu nyil kromoszéma-atrendezddésre mutat. Egy plusz kromoszdémara
mutat az dbran a csillag, a szaggatott fiiggdleges vonallal pedig a nagyobb kromoszémak
mérettartomdnyaban l4thatd atrendez6désekre utalunk. Az elektrokariogramrol késziilt membranon a
piros és kék haromszogekkel, illetve a szaggatott vonalakkal djonnan megjelend hibridizacios savokra
mutatunk.

6. abra A harmadik utédnemzedék egy tetradjanak pulzdlo erdterii gélelektroforézissel készitett
elektrokariogramja (a) és Y’ Southern hibridizacidja (b) 1.: F; 1a; 2.: 1b; 3.: 1c; 4.: 1d.

m Tovédbbi molekuldris markereket elemezve a hibridben minden esetben megtaldltuk mindkét
sziil61 eredetli gént, vagy génszakaszt, azonban az utédnemzedékekben gyakran taldltunk 2:2

szegregaciokat, S. cerevisiae: hibrid tulajdonsdgokra.

- A IV. kromoszéman taldlhat6 MET2 gén PCR-RFLP elemzése minden vizsgdlt nemzedék esetében

hibridhez hasonlé sdvozottsagot adott.



1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19

580bp
369bp
219bp

7. abra A sziil6i torzsek, a hibrid és négy utédnemzedék egy-egy teljes tetradjanak MET2 PCR-RFLP
analizise. EcoRI enzimes emésztés. 1.: 1a; 2.: 1b; 3.: 1c; 4.: 1d Fy; 5.: 6a; 6.: 6b; 7.: 6¢; 8.: 6d F,; 9.: 1a; 10.: 1b;
11.: 1c; 12.: 1d F5; 13.: 1a; 14.: 1b; 15.: 1c; 16.: 1d Fy; 17.: 10-170; 18.: m9; 19.: 10-170 x m9 hibrid.

1 2 3 45 6 78 910 1112 13 14 15 16 17 18 19

580bp
365bp
215bp

8. abra A sziil6i torzsek, a hibrid és négy utédnemzedék egy-egy teljes tetradjanak MET2 PCR-RFLP
analizise. Pstl enzimes emésztés. 1.: 1a; 2.: 1b; 3.: 1c; 4.: 1d Fy; 5.: 6a; 6.: 6b; 7.: 6¢; 8.: 6d F,; 9.: 1a; 10.: 1b;
11.: 1c; 12.: 1d F5; 13.: 1a; 14.: 1b; 15.: 1¢; 16.: 1d Fy; 17.: 10-170; 18.: m9; 19.: 10-170 x m9 hibrid.

- A XII. kromoszéman taldlhat6 I7S1-rDNS-ITS2 spacer régidra tervezett PCR-RFLP eredményei

tilnyomdan hibridszerii sdvozottsdgot adtak, kivéve a S. cerevisiae mintdzatot mutatd F1 1a spéraklont

illetve a rekombindns mintdzatot mutatd F2 6¢ spéraklont.

1 2 3 45 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18 19

490bp
320bp
225bp
180bp
145bp

9. abra ITS1-5,8S rDNS-ITS2 PCR-RFLP analizis. 1.: 10-170; 2.: hybrid; 3.: m9; 4.: 1a; 5.: 1b; 6.: 1c; 7.:
1d Fy; 8.: 6a; 9.: 6b; 10.: 6¢; 11.: 6d F,; 12.: 1a; 13.: 1b; 14.: 1c; 15.: 1d F5 16.: 1a; 17.: 1b; 18.: 1¢; 19.: 1d
The PCR products were digested by Haelll enzyme. The star marks a newly appeared band.

- A III. kromosz6éman elhelyezkedd HIS4 gén PCR-RFLP elemzése sordn az elsé utddnemzedéktdl

fogva csakis S. cerevisiae-jellegli mintazatot kaptunk, holott a hibrid még mindkét sziil6 HIS4 génjével

rendelkezett.

1 23 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19

2,1kb

800bp  gusen
700bp e
600bp

10. abra A sziil6i torzsek, a hibrid és négy utédnemzedék egy-egy teljes tetradjanak HIS4 PCR-RFLP
analizise.

Hindlll enzimes emésztés. 1.: 10-170; 2.: m9; 3.: 10-170 x m9 hibrid; 4.: 1a; 5.: 1b; 6.: 1c; 7.: 1d F;
8.:6a;9.:6b; 10.: 6¢; 11.: 6d F,; 12.: 1a; 13.: 1b; 14.: 1c; 15.: 1d F5; 16.: 1a; 17.:1b; 18.:1c; 19.:1d F,.



- A szintén III. kromoszéman taldlhaté YCLOO8c marker PCR-RFLP eredményeként érdekes 2:2
szegregéciot figyelhettiink meg az elsé utdédnemzedékben: 1a, 1b hibridszer(i mintédzattal, az 1c, 1d

tagok S. cerevisiae szerli mintdzattal voltak jellemezhetdek.

1 23 456 789 10111213141516171819 1 23 456 789 10111213141516171819

11. abra A sziil6i torzsek, a hibrid és négy utédnemzedék egy-egy teljes tetradjanak YCLOOSc PCR-RFLP
analizise.

.1.:1a;2.:1b; 3.: 1c;4.: 1d F; 5.: 6a; 6.: 6b; 7.: 6¢; 8.: 6d F,; 9.: 1a; 10.: 1b;

11.: 1c; 12.: 1d F5; 13.: 1a; 14.: 1b; 15.: 1¢; 16.: 1d Fy; 17.: 10-170; 18.: m9; 19.: 10-170 x m9 hibrid.

a Pstl enzimes emésztés; b Pstl enzimes emésztés.

- A IV. kromoszéma METI10 génjének PCR analizise ehhez képest épp ellekezd eredményekkel

szolgélt: itt az 1a, 1b volt S. cerevisiae jellegli, mig az 1c, 1d hibrid mintdzatd.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

12. abra A S. cerevisiae és S. uvarum MET10 génekre specifikus kevert primerekkel nyert MET10 PCR
termékek. 1.: 10-170; 2.: hybrid; 3.: m9; 4.: 1a; 5.: 1b; 6.: 1c; 7.: 1d of the F;; 8.: 6a; 9.: 6b; 10.: 6c; 11.:
6d of the F,; 12.: 1a; 13.: 1b; 14.: 1c; 15.: 1d of the F;.

m A hibrid mitokondridlis DNS-e a 10-170 S. cerevisiae sziil6tdl szdrmazott. Ennek alapjan agy
tinik, hogy a genom extrakromoszomadlis részére nézve nem kovetkezett be hibridizacio.
Természetesen nem zdrhat6 ki az a lehetdség sem, hogy a zigéta még tartalmazta mindkét faj
mitokondridlis DNS-ét, de a vegetativ szaporodds sordn szegregicié kovetkezett be. Ha ezt
feltételezziik, akkor azt is fel kell tételezniink, hogy azok a szegregdnsok lehettek sikeresebbek,
amelyekben a S. cerevisiae mitokondriuma maradt fenn. A tovabbi generdciok is természetesen a S.

cerevisiae sziil6 mt DNS-ét orokolték.



* 12 3 456 7 89 10*

13. abra A keresztezéshez hasznalt 10-170 és m9 sziilok, hibridjiik, valamint néhany utéd mtRFLP-je. A
kivont mitokondrialis DNS EcoRV enzimmel van emésztve. *.: A BstEIl marker; 1.: 10-170; 2.: m9; 3.:
hibrid; 4.: F; 1a; 5.: 1b; 6.: 1c; 7.: 1d; 8.: F, 6a; 9.: F; 1b; 10.: F, 1a.

m A keresztezésbe vitt m9, uracil auxotré6f mutins szekvencia elemzése kozben taldltunk ra a
muticiét okozo bazis cserére. Ezt a szekvencidn aldhtizassal és bekeretezéssel jeloljiik. A 460. helyen
1évé TCA (eredeti S. uvarum szekvencia) TTA (m9 S. uvarum szekvencia) triplet baziscseréje szerin
helyett leucin aminosavat jelent. A masik, aldhuzassal jelolt baziscsere nem jelent egyben aminosav

cserét is: a 355. helyen 1évé ACC és ACG kodon egyarant treonint kédol.

360 370 380 350 400

2 URAmSUrl.gel CATCACGAATGCGCACGGTGTGGTGGGTCCCGGTATCGTCAGCGGGCTAA
4 URAhyUrl.gel CATQACGAATGCGCACGGTGTGGTGGGTCCCGGTATCGTCAGCGGGCTAA
1 URAUVARU.sdn CATCACTRAATGCGCACGGTGTGGTGGGTCCCGGTATCGTCAGCGGGCTAR
-3 URAmY9Urr.gel CATCACGAATGCGCACGGTGTGGTGGGTCCCGGTATCGTCAGCGGGCTAA
CONSENSUS CATCACGAATGCGCACGGTGTGGTGGGTCCCGGTATCGTCAGCGGGCTAA
410 420 430 440 450

2 URAm9Url.gel AAGCAGCCGCAGAGGAGGTCACCAAGGARCCTAGAGGCCTTCTGATGCTA
4 URAhyUrl.gel AAGCAGCCGCAGAGGAGGTCACCAAGGAACCTAGAGGCCTTCTGATGCTA
1 URAUVARU.sdn AAGCAGCCGCAGAGGAGGTCACCAAGGAACCTAGAGGCCTTCTGATGCTA
-3 URAm9Urr.gel AAGCAGCCGCAGAGGAGGTCACCAAGGAACCTAGAGGCCTTCTGATGCTA
CONSENSUS AAGCAGCCGCAGAGGAGGTCACCAAGGAACCTAGAGGCCTTCTGATGCTA
460 470 480 480 500

2 URAm9Url.gel GCCGAATTATTATGCAAGGGATCTTTAGCCACTGGGGAGTACACCAAGGE
4 URAhyUrl.gel GCCGAATTATEATGCAAGGGATCTTTAGCCACTGGGGAGTACACCAAGGG
1 URAUVARU.sdn GCCGAATTATCATGCAAGGGATCTTTAGCCACTGGGGAGTACACCAAGGEG
-3 URAm9Urr.gel GCCGAATTéEE}TGCAAGGGATCTTTAGCCACTGGGGAGTACACCAAGGG
CONSENSUS GCCGAATTAIIATGCAAGGGATCTTTAGCCACTGGGGAGTACACCAAGGG

14. abra Az m9 uracil auxotr6f mutdns és az adatbazisbeli S. uvarum URA3 génjeinek Osszehasonlitdsa.
URAmMI9Url: az m9 URA3 PCR-termékének forward szekvendldsdnak eredménye, URAhyUrl: a 10-170 x m9
hibrid URA3 PCR-termékének forward szekvendldsianak eredménye, URAmO9Urr: az m9 URA3 génjének
reverse szekvendldsdnak eredménye, URA3UVARU: az adatbazisbeli S. uvarum URA3 szekvencidja. Az adatok
a www.genelevures.fr adatb4zisbol szdrmaznak. Aldhtizassal és bekeretezéssel a muticids helyeket jeloltiik.




900bp

15. abra S. uvarum-specifikus primerekkel késziilt URA3 PCR-reakci6 termékek. 1.: 10-170; 2.: hibrid; 3.:
m9.

PCR terméket kaptunk az m9 sziilonél, a hibridnél, majd valamennyi utédnemztedék vizsgalt tagjainal

is.

m Elvégeztik a S. cerevisiae szil6 LEU2 génjének szekvencia elemzését is, illetve szintén
készitettiink PCR reakciét is a sziillokon és a hibriden egyardnt. A S. cerevisiaere specifikus
primerekkel készitett reakcié eredményeként termékeket detektdlhattunk a 10-170 sziild mellett a
hibrid esetében is, mig a m9 sziilénél nem kaptunk jelet. Tovdbba valamennyi vizsgélt utédnemzedék

esetében is kaptunk PCR terméket.

1kb

16. abra S. cerevisiae-specifikus primerekkel késziilt LEU2 PCR-reakcié termékek. 1.: 10-170; 2.: hibrid;
3.:m9.

283-
10-170-U AGTGTTAGACCTGAACAAGGTTTACTATAAATCCGTAAAGAACTTCAATTGTACGCCAAC
Hyb-U AGTGTTAGACCTGAACAAGGTTTACTATAAATCCGTAAAGAACTTCAATTGTACGCCAAC

M9-U AGTGTTAGACCTGAACAAGGTTTACTAAAAATCCGTAAAGAACTTCAATTGTACGCCAAC

17. abra A 10-170 leucin auxotréf és az adatbazisban taldlt S. cerevisiae LEU2 szekvencidk
Osszehasonlitdsa. A mutécio helyét vastag betiivel és keretezéssel jeloltiik.

A szekvencia elemzések szerint egy baziscsere AAA helyett TAA tripletet jelent, ami lizin kodon
(AAA) helyett egy stop kodon (TAA) létrejottéhez vezet. Ez okozhatja a 10-170 leucin auxotr6f

mutaciojat.
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