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2. Bevezetés és célkitiizés

Torténészek szerint a borkészités egyidds az emberi civilizacidval: a
kaukéazusi és mezopotamiai kulturdkban mar bizonyosan készitettek bort
¢s az egyiptomi €s foniciai régészeti leletek kozott is talaltak borkészitésre
val6é utaldsokat Kr.e.: 5000-bol. Majd Kr.e.: 2000-t6]1 mar Krétan és
Gorogorszag mas teriiletein is elterjedtek a borok. A Rémai birodalom
terjedésével pedig szinte egész Eurdpaba, igy hazankba is eljutott a
szO6lészet-boraszat.

Az elmult 150 év soran nagyon sokat megtudtunk a mustok borra valo
erjedésének biokémiai folyamatair6l. 1863-ban Louis Pasteur irta le
elészor az élesztok, mint fermentacidért felelés mikroorganizmusok
szerepét, melyek gliikozbodl és fruktézbol alkoholt, szén-dioxidot és egyéb
kisebb - de a bor mindsége szempontjabol lényeges - metabolitokat
allitanak eld.

Az élesztOk nagy része a sz6l0rdl és a sziireti,- valamint a pincészetben
hasznalatos munkaeszkozokrél keriil a mustokba (Pretorius, 2000;
Mortimer és Polsinelli, 1999). Az erjesztés kezdeti fazisdban a
szO0l0szemekrdl szarmazod Kloeckera, Hanseniaspora és Candida fajok
dominancidja a jellemzd (Bisson és Kunkee, 1993; Cocolin és mitsi.,
2000), az alkohol koncentracidjanak 3-5%-ra valo novekedésével azonban
a Cryptococcus, Kluyveromyces, Metschnikowia €s Pichia fajok keriilnek
elétérbe. A fermentacidé masodik harmadéara pedig szinte mar csak az
alkohol tolerans Saccharomyces-fajok maradnak meg (Fleet és Heard,
1993; Schutz és Gafner, 1994) nekik kdszonhetéen a must fokozatosan

borra valik
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Tokaj-hegyaljan és mas bortermeld vidékeken a hagyomanyos
boraszatban a boros gazddk a természetre biztdk mustjaik érlelését. A
lesziiretelt sz616 a présbdl mustként a pincészetek boros hordoiba keriilt és
ott ért borra, mindenféle tovabbi beavatkozas nélkiil.

Napjainkban azonban a mustok szaritott éleszto-kulttrakkal (,,starter”)
vald beoltdsaval a fermentacid felgyorsitasat, az erjedési folyamatok
ellendrizhetéve tételét és befolyasolasat érte el a biotechnoldgia. A
kiilonboz6  starter-élesztOknek stabil genetikai 4llomannyal kell
rendelkeznilik, hogy alkalmazisuk soran a bor mindségét befolydsolo
jellegeik ne valtozzanak és ugyanazt a megbizhaté iz-, aroma,- ¢és
zamatmindséget produkaljak. A bordszatban leggyakrabban alkalmazott
startereket a Saccharomyces cerevisiae ¢€s S. uvarum élesztéfajok

valtozataibol (torzseibdl) allitjak eld.

Tokaj-hegyalja pincészeteibdl évek ota izoldl tanszékiink kiilonb6zd
¢lesztofajokat. A Saccharomyces cerevisiae mellett a késoi erjedési
fazisbol, illetve a botrytizalt sz616kbdél szadrmazd mustokbdl nagy
mennyiségli Saccharomyces uvarum torzset is sikeriilt izolalnunk. Igen
valoészinili, hogy a jellegzetes ,tokaji iz” kialakulasdhoz ez az élesztd is
jelentdsen hozzéjarul. Sikeriilt a mintavételek soran néhany — feltehetdleg
- ¢ két faj (Saccharomyces cerevisiae €s S. uvarum) természetes hibridjét
is fellelniink, azonban ezeknek a hibrideknek a tovabbi genetikai
vizsgélata akadalyba {itkozott, mivel nem képeztek sporat, vagy nagyon
gyengén sporaztak.

Az interspecifikus hibridek el6forduldsa a természetben evoluciosan
nagyon ¢érdekes jelenségnek szdmit, hiszen néhany ritka kivételtol
eltekintve sterilek: a keletkezett kombinalt sziiléi génallomany csupan

egyetlen nemzedékbe addodik tovabb. De, amellett, hogy egyfajta ,,luxus”-t
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jelentenek a természet részérdl, mégis kialakulasuk valosziniileg egy 1j faj
keletkezésének egy lehetséges utja - néhdny ezer év soran. Az ilyen
¢lesztOhibridek az érdeklédés kozéppontjaba keriiltek a modern
bordszatban is (Zambonelli et al., 1997; Masneuf et al., 2003).
Biotechnolégiai jelentdségiik, hogy a kivalogatott, bordszati szempontbo6l
nagyon jO tulajdonsagokkal bird élesztéfajok keresztezésével, azok
elényds tulajdonsagainak kombinalddasaval egy sikeresebb erjesztd
,hibridfajt” lehet létrehozni, melynek a genetikai allomanya is stabil

(Caridi et al., 2002).

Célkitlizéslink volt, megprobalni betekinteni az interspecifikus
keresztezddés genetikai hatterébe, ezért elkezdtiik az emlitett két élesztdfaj
mesterséges keresztezését és a kapott hibridek és utodaik vizsgalatat.

Keresztezési kisérleteinkkel megprobaltuk feltarni a két, evolucidsan
mar kiilon fajként emlitett Saccharomyces élesztéfaj kozotti hibrid
1étrejottének lehetséges molekularis hatterét. Kisérleteink érdekessége,
hogy a wvizsgalt S. cerevisiae x S. wuvarum hibridiink fertilis
utodnemzedéket hozott létre, st egészen a negyedik utddnemzedékig
nyomon kovethettiik a generaciokat.

Eredményeinkkel ellentmondunk annak a tézisnek, miszerint a
Saccharomyces genus tagjai egymassal valo zigétaképzése életképtelen
utodokat eredményez (Naumov, 1987; Masneuf és mtsi., 1998; Fisher és
mtsi., 2000; Marioni és mtsi., 1999; de Barros Lopez és mtsi., 2002;
Zambonelli és mtsi., 1997; Delneri és mtsi., 2003).

Kisérleteink soran fajok kozotti szabalyos rekombinaciot mutattunk ki.
Alatamasztottnak latszik az a hipotézisiink, miszerint a kapott
interspecifikus  hibridiink  allotetraploid = genommal rendelkezik,

utdédnemzedékei pedig allodiploidok. Ehhez hasonld eredményeket kaptak
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Sebastiani és mtsi. (2002) is, egy szintén S. cerevisiae X S. uvarum

interspecifikus hibrid 1étrehozasakor.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A Saccharomyces genus

Az ¢élesztoként emlegetett egysejti gombdk rendszertana nagyon
Osszetett és rengeteg valtozdson ment at és megy napjainkban is keresztiil.
A legkorabbi élesztok kozotti elkiilonitésre tett kisérletek a mult szazadba
nyulnak vissza. A Hansen altal kezdeményezett elkiilonités alapja az
¢lesztok sporaképzése, illetve a sporaképzés elmaraddsa volt (Hansen,
1891).

A Dboraszatban hasznos élesztOk csoportjaval, a Saccharomyces
genussal foglalkozd elsé rendszerek kozott van a Guilliermond-féle
rendszerezés, amely szerint a genuson beliil 46 fajt talalhatunk 6 csoportba
sorolva négy kivalasztott monoszacharid és diszacharid fermentécids
képesség vizsgalata alapjan (Guilliermond, 1912). A napjainkban érvényes
definici6 szerint egy ,,faj”-ba sorolt élesztdk olyan ¢él6lények csoportja,
melyeknek morfoldgiai, fiziologiai €s genetikai jellegiik dontd része
azonos. Minden fajnal kijeldlnek egy ,tipustérzset”, amit a faj
reprezentans képviseldjének tekintenek. A tipustorzseket nemzetkozi
torzsgyljteményben tartjak fenn, ahonnan megvasarolhatok. Az Gjonnan
izolalt éleszték faji hovatartozasat ugy hatdrozzdk meg, hogy a
tulajdonsagaikat 0Osszehasonlitjadk a tipustorzsek tulajdonséagaival. (pl.
Lodder és Kregger-Van Rij, 1952).

Az élesztok rendszertanaval foglalkozd kutatok a faji identifikalast
el6szor morfologiai és fizioldgiai jegyek alapjan (fenotipusosan) végezték:
ilyen a sejt alakja és mérete, sporaképzés, a telep szine €és formaja, illetve
fermentacidos és asszimilacios tesztek, novekedési faktorok igénye és
cycloheximid-rezisztencia (Lodder és Kregger-Van Rij, 1952; Ribéreau-
Gayon ¢és mtsi., 1975).
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A kezdeti fiziologias teszteket azutan tovabb tokéletesitették csak
bizonyos fermentacids, asszimilacids tesztekre, melyek elégségesnek
bizonyultak a faji szinti elkiilonitésre (Lafon-Lafouracade és Joyeux,
1979; Cuinier és Leveau, 1979). A mai gomba rendszertan az élesztok
Ascomycetes, Basidiomycetes ¢és Deuteromycetes rendjeibe osztja a
mintegy 81 nemzettség 590 fajat (Kregger-Van Rij, 1984; Barnett és mtsi.,
1990) melybdl — szerencsére - a boraszatban csupan 15 faj érdekelt
érdemben a bor erjesztése, vagy a borhibak kialakulasa végett.

Maga a Saccharomyces genus is jelentds valtoztatdson ment keresztiil
a kezdetektdl napjainkig. A kezdetek fenotipusos elemzései még 30 fajt
soroltak a genusba (Lodder és Kregger-Van Rij, 1952). Yarrow munkdja
kovetkeztében (Yarrow és Nakase, 1975), amikor az élesztok DNS-ének
G-C %-os aranya alapjan allapitottdk meg a rokonsagi viszonyt, ez a szam
7-re csokkent, és 17 azeldtt kiilon fajba sorolt élesztd keriilt egyazon
fajcsoportba (fajba), a Saccharomyces cerevisiae-be. Mivel ezt a fajta
taxonomizalast sokan tulsdgosan mesterkéltnek talaltak, igen megnott a faj
alatti kategoridk, a variansok, alfajok €s valtozatok szdma, ezzel tovabbi
nehézségeket okozva a rendszert atlatni kivand szamara.

A legutobbi rendszertani elemzések a genetika (fajok kozotti
hibridizaciés kisérletek, Naumov, 1987) ¢és molekularis taxonomia
(DNS/DNS reasszociaciés teszt, Vaughan-Martini és Martini, 1987,
Barnett ¢és mtsi,, 1990) adta lehetéségeket is felhasznalva a
Saccharomyces genust jol elkiilonithetd *sensu stricto’ és egy evollcidsan
régebben elvalt ¢élesztéket magéaba foglalé ’sensu lato’ csoportokra

osztjak.
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3.1.1. A Saccharomyces ’sensu stricto’ csoport S. cerevisiae és S.
uvarum

A Saccharomyces ’sensu stricto’ csoport nagyon kozel rokon fajokat
foglal magaban. A csoportba napjainkban a Saccharomyces cerevisiae, S.
bayanus (egy korabbi valtozatat ma kiilon fajként emlegetjiik: S. uvarum),
S. paradoxus, S pastorianus, S. cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii
fajokat soroljuk (Barnett, 1992; Vaughan-Martini és Kurtzman, 1985;
Pulvirenti és mtsi., 2000). A morfoldgidjukat tekintve kerekded, ovalis
vagy citrom alaku, 8-10pum-es sejtek vegetativan bimbozassal
szaporodnak (1. abra, a). A bimbok vagy sarjak egyes fajoknal a sejt két
végén, masoknal annak barmely részén kialakulhatnak. A természetbdl
izolalt torzsek kozott a diploid allapot a jellemzdébb. A diploidok
meidzissal haploid sporaképzésre képesek (4db aszkosporat tartalmazod
aszkuszok: 1. abra b), és amennyiben az aszkuszbol kiszabadult sporak
egymassal konjugalni tudnak (homotallikus tulajdonsag), Gjra visszaall a
diploid éallapot. Az aszkuszokbol kiszabadulé haploid spérdkban egy
bonyolult, parosodasért felelés géneket tartalmazo lokuszokban torténd
rekombinaciés mechanizmussal kialakulhat a kétféle parosodasi tipus: a és
o (heterotallikus tulajdonsag). A haploid sejtek ugyaniigy bimbozéassal
vegetativ szaporodasra képesek - ekkor haploidok is maradnak - de
egymassal vald parosodassal diploid zigotakat is 1étrehozhatnak (2. abra)

(J.F.T. Spencer ¢s D.M. Spencer, 1997).
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2. abra A S. cerevisiae életciklusa. (J.F.T. Spencer és D.M. Spencer, 1997

alapjan)
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A ’sensu stricto’ tagjaiként felsorolt fajok morfologiailag szinte
elkiilonithetetlenek egymastol. Alapvetd fiziologias jegyeik is nagyon
hasonloak, illetve sok esetben valtozataik wvariabilitasa miatt nem
egyértelmilen Osszevethetok egymadssal és a leirt tipus torzsekkel.
Azonban annyi biztosan elmondhatd, hogy vitamin mentes SMA
(minimal) taptalajon csak a S. bayanus és S. uvarum fajok, 37°C-on a S.
paradoxus és S. cerevisiae fajok novekednek (Vaughan-Martini és
Martini, 1998), melibidéz fermentacios képességgel pedig elsésorban a S.
uvarum torzsei rendelkeznek (Pulvirenti, 2000). A természetbdl izolalt
Saccharomyces élesztétorzsek egyértelmi faji identifikdlasa hagyomanyos
modszerekkel (telep ¢€s sejt morfologiai jellemzés, ndovekedési és
fermentacids tesztek) igen konnyen hibas eredményre vezethetnek egyes
fiziologias jellegek valtozékonysaga (Nguyen és mtsi., 2000, Vaughan-
Martini és Martini., 1993) miatt. Ezért napjainkban egyre gyakrabban
hasznalunk modern molekuléris genetikai technikékat ezen a teriileten is
(Giudici és Pulvirenti, 2002; Sipiczki, 2002; Rainieri és mtsi, 2003).

A csoport identifikalasdnak elterjedten hasznalatos eszkoze a pulzalo
erdterli gélelektroforézissel készitett elektrokariogram (Vaughan-Martini
¢s Martini, 1993). A technika segitségével kromoszomakat lehet
egymastol méretiik alapjan elkiiloniteni. A kapott elektrokariogramokon a
kromoszomak szdma és mérete fajra jellemz6 mintdzatot mutat (Cardinali
és Martini, 1994; Fisher és mtsi., 2000). Az elektrokariogramokroél pedig
konnyen nylon membranra juttathatjuk a DNS-t, amin tovabbi specialis
szekvencidk, gének meglétét mutathatjuk ki Southern-hibridizacios
technika segitségével (Sambrook és mitsi., 1989). A ’sensu stricto’
csoportban felsorolt fajok kromoszéma mintazata konnyen elkiilonithetd a

nem-Saccharomyces fajokétdl (pl. Vaugham-Martini és mtsi.,, 1993;
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Masneuf €és mtsi., 1998; Nguyen és mtsi., 2000). Tagjainak jellemzden
(legalabb) 16 kromoszoméja van (pl. Masneuf és mtsi., 1998; Fisher és
mtsi., 2000;).

A kromoszomak hossza azonban még egy fajon belill is nagyon
valtozatos lehet, koszonhetd ez elsdsorban az élesztok korében elterjedt
kromoszdma-hossz polimorfizmus jelenségének (Zolan, 1995; Codon és
mtsi., 1998; Johnston és Mortimer, 1986). Az iparban hasznalatos
¢lesztotorzseknél a tobb generdcion keresztiili vegetativ ndvekedés soran
1s megfigyelhetdk kiilonb6z6 kariotipus-valtozasok, tehat a mitdzis soran
torténd atrendezédések sem Kkiilonleges jelenségek az éleszték korében
(Longo és Vezinhet, 1993). Mégis a csoporton beliil, és egymadstdl is
biztosan elkiilonithetd a kevésbé polimorf ,.bayanus-csoport” (S. uvarum
és S. bayanus) az emlitett technika segitségével (Nguyen és Gaillardin,
1997; Sipiczki és mtsi., 2001). A 3. abran a dolgozatban hasznalt kontroll
torzsek pulzald erdterti gélelektroforézissel készitett elektrokariogramjai
lathatok. Piros fiigglleges vonal jelzi a S. bayanus-ra és S. uvarum-ra
specifikus 5 db kromoszoma jellegzetes elhelyezkedését (370-700kb). Az
1 szdmmal jelolt kétfelé agazd nyil a S. bayanus és S. uvarum-ra
specifikus nagy méretli kromoszdémakat jeldli, ebben a mérettartomanyban
S. cerevisiae kromoszéma nem talalhat6. A 2 szamu nyil pedig a S.
bayanus-specifikus harom darab kromoszémara mutat, a kozépséd
kromoszoma a S. uvarum esetén hianyzik (245-370kb) (Ryu és mitsi.,

1996; Nguyen ¢és Gaillardin, 1997; Sipiczki és mtsi., 2001).
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3. abra Pulzal6 eréterti gélelektroforézissel készitett elektrokariogram.
1.: CBS 380 (S. bayanus); 2.: CBS395 (S. uvarum); 3.: S288c (S. cerevisiae).

A DNS/DNS reasszociacios vizsgalatok és a 18S és 26S rDNS részek
szekvencia analizise (Kurtzman ¢&s Robnett, 1991 ¢és 1998) a
legmegbizhatdbb technikédk a S. cerevisiae, S. paradoxus, S. bayanus és S.
pastorianus fajok egymastol valo elkiilonitésére. A genetikai technikdk,
mint a spora-spora keresztezés, ami szintén egy elfogadott faji
identifikalasi és rokonsagi fok megallapitdsara hasznalatos technika
(Naumov ¢és mtsi, 1993) és a random spora - és tetradanalizis nehezen
kivitelezhetd technikak, ha a vizsgalandé faj gyengén, vagy egyaltalan
nem sporazik (pl.: CBS 380, a S. bayanus tipustorzse vagy a természetbol
izoladlt S. pastorianus fajok) (Banno és Kaneko, 1989). Réadasul e
technikdk igen idéigényesek is. A faji identifikalasnal akkor jarunk el

helyesen, ha tobb technikaval parhuzamosan vizsgaljuk az izoldtumot, igy
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elkeriilhetjiik azt, hogy csak bizonyos megvizsgalt sajatsdg alapjan

Els6sorban a genotipus analizisével a mai rendszerezés sokkal
pontosabb besorolast tesz lehetdvé és eljutott a fajon beliili valtozatokig is.
Kutatok kedvelt objektuma az RNS-t kédol6 DNS (rDNS), mellyel a
nagyon valtozatosan jelen 1évd élesztok és magasabb rendli gombak faji
szinten vald elkiilonitésére is lehetdség nyilt (Baleiras és mtsi., 1995;
Johnson és mitsi., 1994; O’Donnel és Gray, 1995; Williams és mitsi.,
1995). A megkozelités alapja a tDNS konzervativ mivolta: az egyazon
fajhoz tartoz6 egyedek ugyanazzal, vagy nagyon hasonld szekvencidval
rendelkeznek, mig a filogenetikai tdvolsag mértékével az rDNS
szekvencia-beli kiilonbség né. A rDNS NTS2 (non-transcribed spacer
sequence; NTS2=IGS2) PCR-RFLP analizise 3 restrikciés endonukledz
hasznalataval elegendd a ’sensu stricto’ testvér fajok egymastol valo
elkiilonitésére (Nguyen és Gaillardin, 1997). A rDNS ITS (internal
transcribed spacer) PCR-RFLP analizise 2 restrikcids endonukledzzal a S.
bayanus-S. pastorianus paros kivételével szintén alkalmas a csoporton
beliili faji identifikalasra (McCullogh €s mtsi., 1998). A 4. abran a rDNS
egy sematikus szakaszat mutatjuk be, jeldlve a faji identifikdlashoz

(ribotipizalashoz) hasznalatos régiokat.

NTS ITS
1 2

D1/D2 D1/D2

268 58 ETS  18S 5.8S 568

4. abra A faji identifikalashoz hasznalt rDNS sematikus szakasza, az ITS
és NTS régiokkal.
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Tovébbi faji identifikalasi alap a mitokondridlis DNS vizsgalata. A
mtDNS részeinek szekvencia elemzése és mérete (pl.: S. paradoxus 75kb,
S. bayanus 65kb) lehet klasszifikalasi alap, illetve a mtDNS restrikcios
endonukledzzal vald emésztésével kapott fragmentek mintdzata is
alkalmas erre a célra (Piskur és mtsi., 1995; Piskur és mtsi., 1998; Nguyen
¢és mtsi., 2000). Konjugalas utan a zigoéta mindkét sziil6tdl kapott genomi-
¢s mitokondridlis DNS anyagot tartalmazza, majd a meidzis utan a sziil6i
eredeti  kromoszémak egyenértékli készletei kerlilnek tovabb a
leanysejtekbe, mig a mtDNS molekulak a ’sensu stricto’ x ’sensu stricto’
keresztezésekkor csak az egyik szil6tdl adodnak tovabb, illetve
szegregacid elétt még rekombinadlédhatnak, ezzel egy 1) variaciot
l1étrehozva (Marioni és mtsi., 1999; Piskur, 1994).

Az emlitett technikdkon tal az egyedi gének szekvencia analizise,
illetve restrikcids fragment-hossz analizise segitségével tehetiink még
konnyen kiilonbséget S. cerevisiae és S. uvarum (S. bayanus) fajok kozott.
Ilyen pl. a MET2; METI10; YCL0O0Sc vagy a HIS4 (Hansen és Kielland-
Brandt, 1994; Casaregola és mtsi., 2001).

A S. bayanus és S. uvarum torzsek kozotti faji szintli elkiilonités
napjainkban Ujra felmeriilt, noha mar a kezdeti taxonémusok is kiilon
fajként emlitették (Lodder és Kreger van Rij., 1952) dket. Azota azonban
ujabb rendszerezok egyetlen torzs, a S. bayanus valtozataként tekintettek a
S. uvarum-ra (S. bayanus var. uvarum), mivel mindketté elsésorban az
alacsony hdmérsékleten valo édes borok erjesztésekor izolalhatd nagyobb
szamban (pl.: Sipiczki és mtsi., 2001) illetve az erjesztés késdi, magas
alkohol koncentracidval jellemezhetd fazisdban (pl.: Giudici és mitsi.,
1998) és a botrytizalt sz016bdl késziilt mustokban gyakoriak (pl.: Sipiczki,
2002). Alapvetd fiziologias kiilonbség a két emlitett torzs kozott a

melibidz fermentacios képesség, mellyel a S. bayanus nem rendelkezik, a
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S. uvarum igen (Pulvirenti és mtsi.,, 2000). A két térzs kozott némi
kiilonbséget figyelhetiink meg a kariotipusuk alapjan, amely egyetlen kis
kromoszémat illet: a S. wvarum nem rendelkezik azzal a ko&zépsd
kromoszomaval, melyet a S. bayanus-nal megfigyelhetiink a 245-370kb
mérettartomanyban (3. abran bekarikazva lathatd) (Nguyen és Gaillardin,
1997; Sipiczki és mtsi., 2001; Ryu és mtsi., 1996). Ezen kiviil nagyon
hasonld a két torzs kariotipusa, 13 izomorf kromoszéméjuk van. A CBS
380 S. bayanus hat kromoszémaja hibridizdl is S.  wuvarum
kromoszomakkal (Nguyen és mtsi., 2000)

Napjainkban bizonyitotta valt a S. bayanus hibrid mivolta (Nguyen és
mtsi., 2000). Y’ hibridizdcioval a CBS 380, S. bayanus tipustorzs
elektrokariogramjarél késziilt membranon 4db jelolt kromoszomat
lathatunk, ami a kromoszomak S. cerevisiae eredetérol arulkodik. A S.
uvarum esetén nem kapunk ilyen jelolést (Jager és Philipsen, 1989, Codon
¢és mtsi., 1997). Mitokondrialis DNS-iik is kiilonbozik egyméastol (Nguyen
¢és mtsi., 2000).

Ujabban tehat ismét két kiilon fajként kezeljik a S. bayanus és S.
uvarum ¢élesztotorzseket (Pulvirenti és mtsi.,, 2000; Nguyen és mitsi.,
2000). A dolgozatban a keresztezéshez felhasznalt, erjedd mustbol izolalt
m9 S. uvarum torzs identifikalasat az utoébbi (Pulvirenti és mitsi., 2000;

Nguyen és mtsi., 2000) rendszertani reviziok alapjan végeztiik.

3.2. Steril interspecifikus Saccharomyces hibridek a természetben
A borok erjesztésénél leggyakrabban izolalt élesztd, az erjesztés
kozépso fazisaban emelkedett aranyban, annak végsé fazisa felé csokkend
sejtszammal jelen 1€vo S. cerevisiae. Mellette az erjedés késoi fazisaban,
illetve a botrytizalt sz616bdl alacsony hémérsékleten késziilt édes borok

erjedésekor a S. wvarum torzsek is nagyobb szamban vannak jelen
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(Sipiczki és mtsi., 2001; Antunovics és mtsi., 2001; Frezier és Dubordieu,
1992).

Nem tul gyakran ugyan, de el6fordulnak a természetben e két élesztd
interspecifikus hibridjei is. A ,leghiresebbeket”, a S6U torzset erjedd
sz0lomustbol (Ciolfi, 1994) a CIDI torzset almamustbdl (Hansen
torzsgyljtemény) izolaltak. A késObbi, pulzald erdterli gélelektroforézis
kisérletek sordn kideriilt roluk, hogy kromoszoma szdmuk 20 f{olotti.
Elektrokariogramjukat a S. cerevisiae és a S. wuvarum tipustorzsek
kariogramjaival 6sszehasonlitva a tipustorzsek kromoszomainak komplett
keverékét lehetett megfigyelni. MET2 PCR-RFLP analizisik és MET2
szekvencia elemzésiik is mindkét sziilére jellemzé gének jelenlétét
erésitette meg. Mitokondridlis DNS vizsgalatuk azonban azt sejtették,
hogy nem csupan egy egyszeri hibridizalodasrol lehetett sz6 (Masneuf és
mtsi., 1998). Meglepetésre a S6U torzs sporazott és kdzel 100%-os spora-
¢letképességet mutatott (C. Baccari, J. Gaine ¢és R. Mortimer nem
publikalt adat). Ez nem jellemz6 egy interspecifikus hibridre (Naumov,
1996). A kapott sporak azutdn egymassal nem konjugaltak és tovabbi
sporaztatasuk eredményeként is csak életképtelen utdédokat produkaltak.
Ebbdl a S6U torzs allotetraploid mivoltara kovetkeztethetiink (C. Baccari,
J. Gaine és R. Mortimer nem publikalt adat).

A csoport tagjai kozott - mai ismereteink szerint - a S. bayanus és a S.
pastorianus tipus torzsei (5. abra) is természetes interspecifikus hibridek
(Vaughan-Martini és Kurtzman, 1985; Barnett, 1992; Nguyen és mitsi.,
2000; Hansen és Kiellard-Brandt, 1994; Tamai és mtsi., 1998; Vaughan-
Martini és Martini, 1987). A ribotipizalas mindkettdjiiknél egyéni
mintazatot ad. Kromoszéma szamuk ugyan altaldban megfelel a 16-nak,
azonban kromoszémaikon az Y’ probijuk szerint egyértelmiien

tartalmaznak S. cerevisiae eredetli DNS anyagot is. A mtDNS-iik eredete
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nem ismert, de nem S. cerevisiae eredetli (Nguyen ¢és mtsi., 2000; Masneuf
és mtsi.,, 1998). A S. pastorianus esetében pedig tobb egyedi génre
tervezett PCR termék RFLP analizise is a S. cerevisiae-re és S. uvarum-ra
jellemzé mintazatot egyszerre mutatta (Casaregola és mtsi.,, 2001).
Interspcifikus hibrid mivoltukat tdmasztja még ala az a tény is, hogy

sterilek (Banno és Kaneko, 1989; de Barros Lopes és mtsi., 2002).

0si S. bayanus S. cerevisiae
Y
késdbbi S. bayanus
eresztezodés
egykori hibrid
&Y _ (0jabb
* keresztez8dés?)

. Mai sorélesztok:
mai S. bayanus; S. pastorianus fajok.
CBS 380 S6u; CID1...

mai S. uvarum

5. abra A mai természetes €lesztO-hibridek kialakulasanak feltételezett
folyamata. (Casaregola ¢és mtsi., 2001; Masneuf és mtsi., 1998
alapjan).

A Saccharomyces ¢€lesztOk interspecifikus hibridjeit a 16 és szamar
utddjara, az 6szvérre hasonlithatjuk: a ’sensu stricto’ élesztéfajok ugyanis
egymas kozott keresztezhetOk, és - bar kiillonbozdé aranyban - életképes
hibridet képeznek. Az életképes hibridek ardnya annal magasabb, minél
kozelebbi rokon fajokat hibridizaltattak egyméassal (Marioni és mitsi.,
1999; Masneuf és mtsi., 1998). A kapott életképes hibridek viszont, csak
igen ritka kivételektdl eltekintve (Sebastiani és mtsi., 2002) sterilek
(Naumov, 1987; Fisher és mtsi., 2001). A sterilitdis oka pedig a
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kromoszomalis atrendezdédéseknek, elsésorban a reciprok
transzlokacioknak tudhatd be, melyek egyszerlien post-zigotikus gathoz
vezetnek azzal, hogy a meidzis sordn tobb mint két kromoszéma
parosodasat okozzak, €s az ilyen csoportok centromernél valo elvalasztasa
aneuploid genomot eredményez az utodban (White, 1978). A reciprok
transzlokaciokat elsésorban kozel-rokon Saccharomyces-eknél mutattak
ki, mig az evoluciésan régebben elvalt fajok genomja sokkal inkabb
homolog génsorrendii, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy ezek a
transzlokaciok oOnmagukban nem eldfeltételei a fajok szétvaldsanak
(Fisher ¢és mtsi., 2000), de a legjelentdsebb génatrendezddési
folyamatoknak tekinthetdk a 100 milli6 éve torténhetett teljes élesztd
genomot érint6 génduplikacié ota (Wolfe és Shields, 1997).

A S. cerevisiae genomjahoz képest Fisher ¢és mtsi. (2000)
betérképeztek a tobbi Saccharomyces fajban talalhatd reciprok
transzlokaciokat. Elottiik Ryu és mtsi. (1996; 1998) mar vizsgaltak a S.
cerevisiae-S. bayanus fajok szétvalasat eredményez0 transzlokaciokat. A S
bayanus és a S. cariocanus vizsgalt torzsei négy ilyen transzlokacidval, a
S. mikatae IFO1816 torzse pedig két ilyen transzlokacioval rendelkezik.
Delneri és mtsi. (2003) egy laboratoriumi HY73 S. cerevisiae torzs azon
kromoszomait, melyeken a S. mikatae emlitett transzlokacidi talalhatok,
ugy alakitottdk at, hogy azok génsorrendje a S. mikatae 1FO1816
torzsének génsorrendjével megegyezzen. Az ezutan elvégzett spora-spora
keresztezés nagy szamu életképes sporautodokat adott, mig eredetileg a

két torzs zigotaja eletképtelen sporakat képzett.
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3.3. Interspecifikus Saccharomyces hibridek a laboratériumol -
biotechnolégiai felhasznalasuk

Az el6z6 fejezetben bemutatott két, természetbdl izolalt interspecifikus
hibrid (S6U ¢és CID1) B-fenil-etil alkohol és B-fenil-etil acetat termelését is
megvizsgaltak. A S. uvarum fajok altal 10-szer nagyobb koncentracioban
termelt zamat-képzd észterek til magas ardnya nem kivéanatos a bor érése
soran. A vizsgalt hibridek a két sziiléi érték kozotti mennyiségben
termelték az emlitett anyagokat (Kishimoto, 1994; Sinohara és mitsi.,
1994; Masneuf ¢és mtsi., 1998).

A S. cerevisiae és S. uvarum, mint altalunk is leggyakrabban izolalt
¢éleszték novekedési €s fermentacids optimuma kiillonbozd: a S. uvarum
optimalis novekedési homérséklete 28°C alatt van ¢€s maximalis
novekedési homérséklete 37°C alatti. Tovabba alacsony homérsékleten, 5-
30°C fermental kitlinden (=kriotolerans vagy kriofil). Ezzel szemben a S.
cerevisiae optimalis novekedési hdmérséklete 30°C felett van ¢és
maximalis novekedési hémérséklete is magasabb mint 37°C, amihez
szintén magasabb, 12-36°C kozotti optimalis fermentacios homérséklet
tarsul (=nem kriotolerans, mezofil) (Stokes, 1971; Walsh ¢s Martin, 1977).
Az interspecifikus keresztezésbe vitt S. cerevisiae és S. uvarum élesztok
steril hibridjei a két sziild optimalis ndvekedési pontja kozotti
tartomanyban gyorsan novekedtek (Zambonelli és mtsi., 1993; Kishimoto,
1994), illetve még egyarant jol novekedtek mind 6°C, mind 37°C-on,
ezzel ,,versenyképesebbek” lettek, mint a sziiléi térzsek voltak (Giudici és
mtsi., 1998).

A vizsgalt interspecifikus hibridélesztok fermentacidja 6°C-on, bar a
S. uvarum sziil0hoz képest lassabban, de tokéletesen végbement (a S.
cerevisiae sziild ezen a hdmérsékleten nem tudta befejezni a fermentacios

folyamatot) (Zambonelli és mtsi., 1997). A két sziilé fermentéacios
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optimuma kozotti hémérsékleten a hibridek versenyképesebbek, ¢és
gyorsabb fermentalok voltak a sziiléi torzseknél. Végiil a S. cerevisiae
fermentacidés optimuménak felsé hatdran, 36°C-on még ugyancsak
versenyképeseknek bizonyultak (Zambonelli és mtsi., 1997). Tovabba
vitamin mentes minimal taptalajon ndvekedtek és melibidoz fermentacios
képességgel is rendelkeztek, mely tulajdonsdgok eredetileg csak a S.
uvarum szilé sajatjai voltak (Vaugham-Martini és Martini, 1987;
Kishimoto és Goto, 1995; Pulvirenti és mtsi., 2000). A kriotolerans
¢lesztok még tovabbi tulajdonsagaikban is kiillonbéznek nem-kriotolerans
tarsaiktol: nagyobb mennyiségli glicerol, borkdsav, almasav és 2-fenil-
etanol, valamint alacsonyabb mennyiségii ecetsav termelése jellemzd rajuk
(de nem kiilonboznek egymadastol az alkohol termelés tekintetében)
(Castellari és mtsi., 1992; Castellari és mtsi., 1994; Bertolini és mtsi.,
1996). Hibridjeikre pedig a két sziilére jellemzd termelt érték kozotti
atlagos érték jellemzo (Zambonelli és mtsi., 1997).

Az interspecifikus hibridek sterilitdsa a genetikai anyag allanddsagat
biztositja, ezzel a biotechnoldgiai szempontbdl fontos kombinalt sziiloi

tulajdonsagok igen értékes ipari élesztok eldallitasat teszi lehetdveé.

Egy masik olasz kutatd csoport vOrds bor erjesztését vizsgalta az
altaluk készitett interspecifikus élesztohibridekkel (Caridi és mitsi., 2002).

A vizsgalt tényezOk kozott voltak az etanol, az ecetsav €s a glicerol
képzddés meértéke, de ugyanugy vizsgalat folyt a képzddott bor szin
intnzitasarol, és aroma mindségérdl is. A kapott eredmények az etanol
képzés esetén nem mutattak 1ényeges kiillonbséget a kontrollként hasznalt
starter (K1) S. cerevisiae torzshoz képest, az ecetsav vizsgalata esetén
azonban kevésbé savképzonek bizonyultak a hibridek. A glicerol termelést

illetéen voltak a kontroll torzsnél erdsebb és gyengébb glicerol termeldk
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is, ahogy a szin intenzitas is valtozonak, de nem jelentdsen kiilonbozének
bizonyult. A polifenol tartalom, ami a Gaglioppo sz616bdl késziilt voros
bor (Dél-Olaszorszag) legmeghatarozobb karakterét adja, a hibridélesztok
esetében volt a legkivalobb (Caridi és mitsi., 2002).

Kisérletek alapjan tehat a boraszatban mar ki lehet valasztani olyan
genetikailag stabil élesztéhibrideket, melyek a borok mindségi jellegeit a
bortermeldk, és nemkevésbé szakértd borfogyasztok igényeihez igazitjak
(Marullo és mtsi., 2004; Caridi és mtsi., 2002).

Lényeges megjegyzés még az interspecifikus ¢lesztohibridekkel
kapcsolatban, hogy az ilyen hibrid torzsek természetesen rendelkeznek az
egyik és a masik sziil6 tulajdonsdgaival, nem pedig génmanipulacioval
létrehozott mesterséges rekombindnsokrol van szd. A génmanipuldlt
szervezetek ¢élelmiszeripari felhaszndlasaval szemben allo fogyasztok
szdmara is elfogadhatd, ha hibridizaldssal hozunk 1étre jobb teljesitményre
képes boraszati élesztotorzseket.

Keresztezési  kisérleteinkkel =~ megprobaltunk  betekinteni  az
interspecifikus  keresztez6dés genetikai hatterébe. Eredményeinkkel
ellentmondunk annak a tézisnek, miszerint a Saccharomyces genus tagjai
egymassal valo zigétaképzése ¢életképtelen utdodokat eredményez
(Naumov, 1987; Masneuf és mtsi., 1998; Fisher és mtsi., 2000; Marioni és
mtsi., 1999; de Barros Lopez €és mtsi., 2002; Zambonelli és mtsi., 1997,
Delneri €s mtsi., 2003).

Kisérleteink soran fajok kozotti szabalyos rekombinaciot mutattunk ki.
A magas ¢életképességli és fertilis utddnemzedéket produkalod
interspecifikus hibridiink nagy valdszintiséggel allotetraploid genommal
rendelkezik, utodnemzedékei pedig allodiploidok. Ehhez hasonlo
eredményeket kaptak Sebastiani és mtsi. (2002) is, egy szintén S.

cerevisiae X S. uvarum interspecifikus hibrid létrehozasakor.
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Mesterségesen létrehozott hibridélesztdinket szeretnénk kiprobalni a

boraszatban is a kozeljovoben.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Alkalmazott plazmid:

pJY5 (Lavallée és mitsi.,

1994) pTZI18R plazmid, a pSZ220 Y’

fragmentjevel kiegészitve Huu-Vang Nguyentdl.

4.2. Torzsek és taptalajok

4.2.1. Felhasznalt torzsek

A kisérleteink soran felhasznalt torzsek listajat az 1. tablazatban

foglaltuk Ossze.

1. tablazat A kisérleteink sordn felhasznalt élesztotorzsek listaja.

£ S. pastorianus

*: Yeast Genetic Stock Center, Berkley, USA

torzs torzskonyvi  megjegyzés - hivatkozas

megnevezése szam
S cerevisiae 10-170 aleu? YGSC* X4005-11A,
Sba yanus 55 CBS* 350
ES. paradoxus 10-336 CBS 432
S, uvarum T4/4 | 10-408 HO 98 Tolcsva, kevert sz816must
S, uvarum (m9)  110-522 HO, ura3 10-408-b61 UV mutagenezissel
S. uvarum 10-512 HO CBS 395

10-560 CBS 1513

**: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Uppsalalaan, Netherlands.

Fajnevek roviditései:

S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae

S. bayanus: Saccharomyces bayanus




S. uvarum: Saccharomyces uvarum
S. pastorianus: Saccharomyces pastorianus

S. paradoxus: Saccharomyces paradoxus

4.2.2. Alkalmazott tapkozegek

A kisérleteink sordn hasznalt tapfolyadékok és taptalajok Osszetételét,
valamint a hasznalt kiegészité oldatokat a 2. és 3. tablazatok tartalmazzak
(Gutz és mtsi., 1974; Sipiczki és Ferenczy, 1977; Alfa és mtsi., 1993; Egel
és mtsi., 1994)

2. tablazat A kisérleteink soran hasznalt tapfolyadékok és taptalajok.

Tapfolyadékok (desztillalt vizben):

YPL SML EMML
1% éleszto kivonat 0,5% (NH4),SO4 0,3% Kalium-hidrogén ftalat
1% pepton 0,1% KH,PO,4 0,55% Na,HPO,4 x 12 H,O
2% gliikoz 0,05% MgSO,4 x 7 H,O 0,5% NH4CI
1% gliikoz 2% gliikoz
0,1% sarga 2% sooldat
vitaminkeverék 0,1% vitaminoldat
0,01% nyomelem oldat
Tiptalaloke
YPA  SMA EMMA T Sporaztate

YPL+2% agar SML+2% agar EMML+2% agar 1% Kalium-acetat
0,1% éleszt6 kivonat

0,05% gliikéz

2% agar

50 mg/l mindegyik félébdl (750 mg/100ml steril desztillalt vizes torzsoldatbol).
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3. tablazat. Az egyes tapfolyadékokhoz hasznalt kiegészitd oldatok dsszetétele

Osszetétele:

Sarga vitaminkeverék

100ml

0,2 mg e

0,2 mg biotin

40 mg Ca-pantotenat
200 mg inozitol

40 mg niacin

20 mg aminobenzoesav
40 mg pyridoxin-HCI

40 mg tiamin

20 mg riboflavin

Kiegészité oldat neve:

Vitaminoldat

(1000x) 100ml

1 g nikotinsav
1 g myo-inozitol

1 mg biotin

Sooldat
(50x) 100ml

73,5 mg CaCl, x 2 H,O
5 g KCI
0,2 g Nast4
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4.3. Alkalmazott oldatok

Kisérleteink soran hasznalt oldatok Osszetételét a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat A kisérleteink soran felhasznalt oldatok Osszetétele:

10x SDS oldat:
10% SDS (Sigma L 5750) sztirt (Millipore)
vizben.

Szobahémérsékleten taroljuk.

20x SSC oldat:

3M NaCl (Sigma S 7653)

0,3M Natrium-citrat (Sigma S 5770) szlirt
(Millipore) vizben. pH:7.

Szobahdmérsékleten taroljuk.

1x TE oldat:

Iml IM Trizma® Base (Sigma T 6066) oldat
200ul 0,5M-o0s EDTA (Sigma E 5134)
98,8ml sziirt (Millipore) viz. pH:8.

Hitében taroljuk.

Lizis puffer:
10mM Tris (BioRad 161-0719) pH:8

0,45M EDTA (Sigma E 5134) pH:8
1% SDS (Sigma L 5750)

Szobahdmérsékleten taroljuk.

Zymoliase 20T enzim torzsoldat:

Zymoliase 20T (ICN 320921) enzim
10mg/ml oldatat citrat-foszfat pufferben
készitjiik el.

-20°C-on taroljuk.

20mg/ml Proteinase K (Sigma P 2308)
enzimet desztillalt vizben oldunk.

-20°C-on taroljuk.

RNase enzim tdrzsoldat:
Ribonuclease A (Sigma R 4875) 10mg/ml

koncentraciot allitunk be 1x TE oldatban.

T1 oldat:
1M Sorbit
0,IM EDTA. (Sigma E 5134) pH:8

-20°C-on taroljuk. Hiitében taroljuk.

CPE: T2 oldat:

40mM citromsav pH:6 ymM Tris/HCI pH:7,5
citrat-foszfat )

120mM Na,HPO, puffer )mM EDTA (Sigma E 5134) pH:8

20mM EDTA - Hiit6ben taroljuk.

HiitSben taroljuk.
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RB puffer:
1,2M szorbit

50mM EDTA

A puffer:

0,5M szorbit
10mM EDTA
50mM Tris pH:7,5

100x Denhardt oldat:

2% Ficoll® 400 (Sigma F 4375)
2% BSA (Sigma A 2153)

2% PVP (Polyvinil-pyrrolidone)
(Sigma P 2307)

-20°C-on taroljuk

Hiitoben taroljuk.

B puffer: NaPi:

100mM NacCl IM NaH,PO,

10mM EDTA IM Na,HPO,. pH:6,5

1% Na-Laurylsarcosine (Sigma L-5125)
50mM Tris pH:7.8.
Hiitében taroljuk.

Hibridizacios oldat:

12,5ml 20x SSC

5ml 50x Denhardt

2,5ml NaPi

2,25ml sztirt (Millipore) viz

0,75ml 10ng/ml denaturalt lazac sperma

DNS
25ml Formamid (Sigma F 9037)

Szobahdmérsékleten taroljuk.

Random priming: (MegaPrimeKit,

Amersham)

36ul viz

Sul 50mM Tris (pH:8)

50 ng/ml pJY5 plazmid DNS (4pul)
Sul primer

Blokkol6 oldat:

50ul 0,1M EDTA

30ul 2,5M Na-acetat

50ul 3mg/ml lazac sperma DNS
425ul hitott etanol.

Jeldlo frakcid: (MegaPrimeKit,
Amersham)

10ul puffer

3ul dCTP o’°P

2ul Klenow enzim

35ul viz
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IEYSSHA e

400ml végtérfogatra (vizben) 10,1% Tris-Base (Sigma T-6066)
40ml 20x SSC 5,56% Borsav (BioRad 161-0751)
4ml 10% SDS 0,5M EDTA pH: 8,3

2. mos6 oldat: Szobahdmérsékleten taroljuk.
100ml végtérfogatra (vizben)
0,5ml 20x SSC

Iml 10% SDS

4.4. Kisérleti moédszerek

4.4.1. ElesztSk izolalasa erjed6 mustbol

A munkank soran felhasznalt élesztd torzsek egy része a Tokaj-
hegyalja borvidékeirdl, természetes erjedéssel késziild6 mustokbol
szarmaznak. Az erjedd mustbol 2-3-ml-nyi mennyiséget vesziink steril
pipettaval. A laboratoriumban ebbdl steril koriilmények kozott 10-10ul-t
sz€lesztiink leégetett platinakacs segitségével YPA taptalajra ugy, hogy
néhany napos 25°C-on vald inkubdlast kovetden kiilonallo telepeket
kapjunk. Az igy kindtt telepeket ezutdn szamozdssal nevezziik el és

torzskonyvbe vezetjiik.

4.4.2. Eleszt6torzsek taxonémiai azonositasa

A természetbdl izolalt, majd elnevezett torzseket legeldszor lizines
YPA-n, 37°C-on ¢és vitamin-mentes SMA-n val6 ndvekedés alapjan
vizsgéljuk. Ezutdn kovetkezik a glikoz nélkili SMA + a glikozt
helyettesitendd kiilonb6z6é hozzaadott cukrok, mint alternativ szénforrasok

jelenlétében valdo novekedés vizsgalata. A taxonomiai identifikalast
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Kregen-van Rij (1984), és Kurtzman és Fell (1998) leirdsa alapjan
végeztik.

4.4.3. Auxotrof mutansok izolalasa

Mind a természetbdl szarmazo, mind a homotallikus diploid
laboratériumi  élesztétérzsek ~ mutidnsainak  izoldldsdt  sporazo
tenyészeteken UV besugarzassal végeztiik. A spora tenyészetbol 10° sejtet
YEA taptalajra szélesztiink. Majd 254nm-es UV fénnyel, Cole-Parmer
9815 tipust lampaval 20cm-es tavolsagbol sugdrozzuk a 10%-os tulélést
ado besugarzasi dozissal (ami tapasztalaink alapjan 10”-es besugarzasi
1d6). A 4. nap utdn kinétt telepeket steril barsonnyal SMA téptalajra
replikdzzuk. Az SMA-n nem kindtt telepeket kivalogatjuk. Ezek az
auxotrof mutansok. Fenotipusokat papirkorongos moddszerrel hatarozzuk
meg: SMA taptalajra minden egyes mutdns-gyanus izolatumbol pazsitot
ontlink, majd megszaradas utan egyenld tavolsagokban aminosav- illetve
nukleotid-bazis oldatokba martott steril papirkorongokat helyeziink el a
feliileten. Amelyik korong koriil 4 nap elteltével ndvekedést tapasztalunk
arra az aminosavra auxotrof a vizsgalt mutans. A mutansokat a genetikai
markerként leggyakrabban hasznalt 6 fenotipusra (uracil-, leucin-, adenin-

, hisztidin-, lizin-, arginin auxotréfia) vizsgaljuk.

4.4.4. Molekularis markerek

Csupan novekedési tesztek, vagy Kkariotipizalds segitségével az
interspecikus hibrid hibrid-mivoltat igazolhatjuk ugyan, de mélyrehatobb
elemzésiikhoz sziikségesek a molekularis genetikai markerek. Ilyen
markerek lehetnek egy-egy gén, génszakasz, vagy 0sszekotd szekvenciak,
melyeken PCR, PCR-szekvenalas vagy PCR-RFLP technika segitségével
vizsgalhatok. Segitségiikkel olyan fajok, illetve valtozatok kozti DNS
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szekvencia-beli kiilonbségekre is fény deriil, amelyeket a novekedési

tesztek és a kariogramok elemzése nem tesz lehetévé. Az altalunk

hasznalt molekuldris markerek listajat az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat A kisérletek soran hasznalt molekularis markerek

Elhelyezkedés marker detektalds médszere
S. cerevisiae I11. kromoszéméajan HIS4 PCR-RFLP
YCLOOSc PCR-RFLP
LEU?2 PCR és szekvenalas
S. cerevisiae IV. kromoszémajan MET?2 PCR-RFLP
METI0 PCR
S. cerevisiae V. kromoszomajan | URA3 PCR és szekvenalds

S. cerevisiae XII. kromoszémajan

ITS1-5,8S rDNS-ITS2
NTS2

PCR-RFLP

S. cerevisiae valamennyi kromoszémajanak

crcr

Y’ szekvencia

Southern hibridizalas

4.4.5. Interspecifikus keresztezés és hibridizolalas

Kisérleteink sordn az irodalomban leirtakkal (Naumov, 1987)

ellentétben nem spora-spora keresztezéseket végeztiink, hanem a

természeteshez inkabb  hasonld

koriilmények  kozotti

megoldast

valasztottuk. Folyadékban, szabadon keveredve (mass-mating) hagytuk a
kiilonbozd élesztd fajokat egymadssal konjugalni. Eppendorf csdvekbe,
steril vizbe oltunk egy-egy kacsnyi exponencialis fazisu éleszt6t mindkét
auxotrof markerrel ellatott keresztezni szant torzsbol. Ovatos keverés utan
1,5-2-2,5 o6ras szobahOmérsékleten valdé inkubalast kdovetéen
mikroszkopban vizsgaljuk a konjugalo sejteket. A konjugalo sejtek aranya

ugyan alacsony volt, de elég gyakori ahhoz, hogy mikroszkdpban
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megfigyelhessiik. Miutdn ilyen sejteket mar lattunk, a tenyészetbdl steril
kaccsal minimal taptalajra (SMA) szélesztiink mintakat gy, hogy néhany
nap elteltével kiilonallo telepeket kaphassunk. Az SMA taptalajon igy
kinétt telepek prototrofok, tehat nagy valdszintiséggel hibridek.

Hibridek izolalasara alkalmas médszer még a keresztbe-replikazas is:
komplett taptalajokra a keresztezni kivant torzsekbdl kaccsal kiilon-kiilon
csikokat huzunk, majd egy-két nap mulva minimdl taptalajon egymasra
merdlegesen atreplikazzuk azokat ugy, hogy egy-egy keresztezési pontban
a szllé6 torzsek egymassal érintkezzenek. Sikeres keresztezés
eredményeként az ilyen érintkezési pontokban telepek ndnek ki.
Kisérleteink soran az elébbi mddszert hatékonyabbnak talaltuk; az
utdbbiaknal gyakran izolaltunk rekombinans telepeket. A dolgozatban
részletesen targyalt 10-170 x m9 keresztezes is a mass-mating modszerrel

késziilt.

4.4.6. Sporazas vizsgalata

A Saccharomyces élesztok sporazasat a tapkozeg alacsony pH értéke
és tapanyagszegénysége indukalja. Sporaztatd taptalajra exponencialis
fazisban 1év0 élesztétorzseket oltunk és 4-5 napig szobahdmérsékleten

inkubdljuk, majd a keletkezett aszkosporakat mikroszkdppal vizsgaljuk.

4.4.8. Tetradanalizis

Zymoliase 20T (ICN 320921) enzimmel kezelt sporazéd tenyészetbdl
steril kaccsal YPA taptalajra csikot hlizunk. Mikromanipuldtorral ebbdl
egy-egy aszkuszt huzunk ki, majd ennek a sejtfal lizise utan kiszabaduld
kiilonalld sporait szintén kihtzzuk, egymastol egyenld tavolsagokra, hogy
kiilon telepeket képezhessenek (pl.: Romano és mtsi., 1995; Johnston és

mtsi., 2000), mint ahogy az a 6. abramn is lathato. Az abra egy-egy
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oszlopat egy-egy tetrasporas aszkuszbol kihuzott sporadk altal képzett
telepek alkotjak. Az igy novekvo kiilonallo telepek genetikai vizsgélata a

tetradanalizis. A négysporas aszkuszok a tetradok.

6. abra Mikromanipulatorral szétvalasztott aszkosporak altal képzett telepek.

4.4.7. Az utbdnemzedékek vizsgalata
A mikromanipulatorral izoldlt és szétvalasztott tetradtagok
¢letképességét négy nap elteltével vizsgaljuk és szazalékosan értékeljiik. A

kindtt sporatagok novekedési vizsgalata a 37°C-on vald ndvekedés, SMA-

n illetve a szildk auxotrof markereinek megfeleld aminosavval

kiegészitett SMA-n vald6 ndvekedés. A fermenticidos teszteket csak

azokndl a teljes tetradoknal végeztiik el, melyek molekularis elemzését is

folytattuk. A molekularis vizsgéalat alatt a tetradtagok pulzald erdterii

gélelektroforézise, annak Y’-préba Southern hibridizacidja, a 6.
tablazatban Osszefoglalt PCR ¢és PCR-RFLP analizise, illetve
mitokondrialis DNS RFLP analizise értendo.

4.4.9. Asszimilacios és fermentacios vizsgalatok

Cukorasszimilacids tesztek esetén az SMA taptalajba gliikoz helyett a
vizsgalandé cukrot tessziik felhasznalhatd szénforrasként, majd 4 napos
25°C-on val6 inkubalas utan vizsgadljuk a novekedést. A fermentécids
teszteket 5-5ml tapfolyadékban végezziik, Durham csovekkel kiegészitve.

A tapfolyadékok alapja YPL, de a gliikozt itt is a vizsgalni kivant cukorral
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helyettesitjiik. Fermentald tenyészetek esetén a Durham csovekbe CO,

keriil, mig a nem fermentaloknal nem keletkezik ilyen buborék.

4.4.10. Geneticin-érzékenység vizsgalata

Geneticin (Sigma, G 5013) torzsoldatbol YPA-hoz adjuk a megfeleld
koncentraciot a taptalaj sterilezését kovetden akkor, amikor az mar 50°C-
ra hillt. A megdermed® taptalaj felszinére szélesztiink 10* sejtet és néhany
nap mulva 0Osszehasonlitjuk a kapott telepszdmot a geneticint nem

tartalmazo YPA-ra szélesztett kontroll telep szdmaval.

4.4.11. Genomialis DNS tisztitasa

A genomialis DNS sejtekbdl vald kivonasat Querrol és mtsi (1992)
leirasa alapjan végezziik. Egy ¢jszakds, 25°C-on inkubalt Sml-nyi
sejttenyészet centrifugaldsa és mosasa utan a pelletet 200pug/ml Zymoliase
20T (ICN)-t tartalmazd 500ul T1 oldatban oldjuk és 1 6ran at 37°C-on
tartjuk. Centrifugalas utan az iiledéket 50ul 10% SDS-t tartalmazé 500ul
T2-ben szuszpendaljuk és ismét inkubaljuk 30 percig 60°C-on. 200ul SM
K-acetat hozzaadéasa és azonnali jégre helyezése, és 30 perc jégen tartdsa
utan a lecentrifugalt folyadék feliiluszojat 700ul izopropanolt adunk,
maximalis sebességgel valo centrifugalas utan a kapott csapadékot 70%-os
etanollal tisztitunk. Az etanol eltavolitasa utan a csapadékot 400ul
desztillalt vizben oldjuk. Végil 2,5M Na-acetat-100% etanolos
kicsapassal és a centrifugéalast kovetd 70%-os etanolos moséssal fejezziik
be a DNS kivonasat. A kapott DNS-t TE-ben oldjuk és RNase-zal (Sigma
R 4875, 10mg/ml térzsoldatbol 1-1pul) kezeljiik (37°C-on fél 6raig). 1%-os
agardz gélben, 1x TBE pufferben 120V-on futtatjuk.
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4.4.12. PCR (Polymerase Chain Reaction)
Kisérleteink soran a kovetkezd reakcio elegyet mértiik 6ssze UV-vel

sterilezett Eppendorf csébe:

35,5 ul sztirt (Millipore) desztillalt viz

5ul PCR puffer 10x (Fermentas MBI)

4ul 25mM MgCl, (Fermentas MBI)

2ul ANTP mix (SmM dATP, SmM dTTP, 5SmM dGTP,

5mM dCTP) (Fermentas MBI)

1-1pul a megfeleld forward és reverse primer (0,5uM)

0,3 ul Taq Polymerase enzim (Fermentas MBI) (5u/ pul)

a reakcio elegyhez 1,5-3 pl (10pg-1pg) genomialis DNS-t

adunk.

A kapott PCR terméket 1%-os agar6z gélben 1x TBE pufferben 120V-on
futtatjuk. A PCR-reakcid paramétereket lasd késobb. A felhasznalt

primerek listajat a 6. tablazat tartalmazza

4.4.13. PCR-RFLP

(Polymerase ~ Chain  Reaction-Retriction =~ Fragment  Lenght
Polymorphism)
A PCR-RFLP technikat faji identifikalasra, illetve fajok kozotti hibridek
vizsgalatara hasznaljuk (Oda és mtsi.,, 1997; Guillamon és mtsi., 1994;
McCullogh és mtsi., 1998; Fernandez-Espinar és mtsi., 2000). Restrikcids
endonukledzos emésztést végziink a kapott PCR termékeken. Az egyes
enzimek a kiilonboz6 eredetli PCR-termékeket kiilonbozoképp vagjak,
hiszen felismerdhelyeik is mas-méas helyen vannak, ezért -eltérd

hosszusagu fragmenteket kapunk a kiilonboz0 fajok esetén.
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MET2 PCR-RFLP: PCR: 94°C 2’; 30x: 94°C 17, 54°C 45”, 72°C 2’; 72°C
5°. A kapott PCR termékeket EcoRI és Pstl (Fermentas MBI) restrikcios
endonukledzokkal 2,5 6ran at 37°C-on emésztjiik. A PCR termékeket 1%-

os, az emésztett fragmenteket 1,4%-os Sug/ml hozzaadott ethidium-
bromidot (Sigma E 8751) tartalmazo6 agar6z (Merck 1.01236.0500) gélben
120V-on, 1x TBE pufferben futtatjuk, majd a géleket UV lampa folott
vizsgaljuk. A felvételeket Olympus (Camedia C-4000 Zoom) digitalis
fényképezdgéppel készitjiik.

ITS1-5,85-1TS2 PCR-RFLP: PCR: 94°C 2’; 30x: 95°C 1°, 60°C 1°, 75°C
57 és 72°C 15°. A kapott PCR-termékeket Haelll enzimmel emésztjiik, az

emésztési és futtatasi paraméterek ugyanazok, mint az elébb leirt MET2
esetén.

HIS4 PCR-RFLP: PCR: 94°C 27; 28x: 94°C 1’; 51°C 17, 72°C 5’ és 72°C
10°. A kapott PCR termékeket HindlIll és EcoRV enzimekkel emésztjiik.

Az emésztési és futtatdsi paraméterek szintén megfelelnek az el6bb
leirtaknak.

YCL008c PCR-RFLP: PCR: 94°C 2’; 28x: 94°C 17; 48°C 1°, 72°C 5’ ¢és
72°C 10°. A kapott PCR termékeket EcoRV ¢és Pstl enzimekkel

emésztjik. Az emésztési és futtatdsi paraméterek az el6bb leirtakkal
megegyzoek.

METI0PCR: 94°C 2’; 28x: 94°C 1’; 41°C 1°, 72°C 5’ és 72°C 10°.

URA3 PCR: 94°C 2’; 28x: 94°C 1’; 48°C 1°, 72°C 5 ¢és 72°C 10°. A

futtatasi paraméterek az elébbiekkel azonosak.

43



6. tablazat: A munkank soran hasznalt primerek listaja:

primer

| Szekvencia (5°-3’)

Eredet, specifitas
'MET2-U | -CGA AAA CGC TCC AAG AGC TGG- | S. pastorianus, S. cerevisiae MET2 gén
MET2-L -GAC CAC GAT ATG CAC CAG GCA G- | (Hansen & Kielland-Brandt, 1994).
ITSI  -TCC GTA GGT GAA CCT GCG G- S. cerevisiae, S. pastorianus ITS1-5,8S
ITS4 -TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC- rDNS-ITS2 (McCullogh és mtsi., 1998).
NTS2-U -AAC GGT GCT TTC TGG TAG- Saccharomyces ’sensu stricto’ NTS2
NTS2-L -TGT CTT CAA CTG CTT T- (Nguyen ¢és Gaillardin, 1997)
HIS4-U -ACT CTA ATA GTG ACT CCG- S. pastorianus ¢&s S. cerevisiae HIS4 gén
HIS4-L AAC TTG GGA GTC AAT ACC- (Casaregola és mtsi., 2001).
YCL008c-U | -TTC GTT GGA TGT GCC ATC G- S. pastorianus és S. cerevisiae YCLO0Sc
YCLO008c-L i-GGA GCC ACC AAG GGA TGG- gén (Casaregola és mtsi., 2001).
'MET10-U | -ATC ACT TAT GGG TCT TT- S. cerevisiae MET10 gén specifikus
METI10-L -TTC TTC CTT TAT TAT CC- (Casaregola és mtsi., 2001).
‘MET10pa-U | -TAT GGG TCT TTG GAA TC- S. pastorianus MET10 gén specifikus
METI10pa-L  -TCA GGT CTC AGT TTGTT (Casaregola és mtsi., 2001).
‘URA3cer-U  -GCA CAG AAC AAA AAC CT- S. cerevisiae URA3 gén specifikus
URA3cer-L  -TCA TTA CGA CCG AGA TT- (Casaregola és mtsi., 2001).
‘URA3uva-U | -TAC GGT GCA AAA TCT TCC- S. uvarum URA3 gén specifikus.
URA3uva-L {-ATA TTT TCA TTT TGG CTC CC- (wWww.yeastgenome.org)
LEU2-U -ATG TCT GCC CCT AAG AAG AT- nemspecifikus S. cerevisiae, S. uvarum
LEU2-L -CTT AAC TTC TTC GGC GAC AG- LEU? gén. (www.yeastgenome.org)

4.4.14. mtDNS-RFLP
Vezinhet ¢s mtsi (1990) leirdsat kovetjiik kisebb moddositasokkal:

50mM EDTA-val mosott, majd masodszorra centrifugalt, egy ¢jszakan at

25°C-on inkubdlt 30 ml tenyészet pelletjét 5Sml ,,RB puffer’-ben

szuszpendaljuk, amihez 2% B-merkaptoetanolt (Sigma M3148) adunk és

37°C-on inkubéljuk. Az inkubécios id6t kovetd cetrifugalas utdn Sml ,,A

puffer’-ben vessziik ujra fel a pelletet, amihez 200pg/ml Zymoliase 20T

(ICN) enzimet adunk, amivel 37°C-on 1 6ran at inkubalunk. Az inkubalast
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kovetd centrifugalds eredményeként kialakult feliiluszé ismételt
centrifugéldsaval kapunk egy DNS tartalmu iiledéket, mely a genomidlis
DNS ¢és a mitokondridlis DNS keveréke. Ennek DNézos (DNase I,
Fermentas MBI) kezelése és 600ul ,,.B puffer”’-ben valéd oldasa utan Fenol-
Kloroform-os (Fenol: Kloroform: Isoamil alkohol 25: 24: 1; Sigma P
2069) kicsapasa, illetve alkoholos (70% Etil alkohol 96%-o0s Etanol:
Spektrum 64-17-5 higitasaval) mosdsa utan RNazzal (RNase A; Sigma R
4875, 10mg/ml torzsoldatbol 1-1pul) kezeltiik a TE-ben felvett DNS-t. Az
igy kapott mtDNS-t EcoRV restrikcios endonukledzzal emésztjiik 37°C-on
3 oran at, majd 0,7%-os agardz gélben, 120V-on, 1x TBE pufferben
futtatjuk.

4.4.15. Pulzal6 eréterd gélelektroforézis

Munkank soran BioRad CHEF DR II (BioRad 170-3612) illetve
CHEF DR III (BioRad 170-3695) és CHEF-Mapper XA System (170-
3670) pulzaldo erdterii gélelektroforézis rendszereket hasznalunk. A
rendszerek kozotti kiilonbség az elvalasztas finomsagaban van.

A mintak elokészitése minden esetben ugyanaz (Nguyen és Gaillardin
leirasa alapjan, 1997): egy éjszakan 4t 25°C-os vizes razd inkubatorban
inkubalt tenyészetbél 1,3-1,5x  10°  stirliségnyi  sejttenyészetet
centrifugalunk, majd az tiledéket S0mM EDTA-val mossuk. Ezt kdvetden
500ml-nyi 250pg/ml Zymoliase 20T (ICN) enzimmel és SmM DTT-vel
kiegészitett CPES pufferben vessziik fel a sejteket, és a szuszpenzidhoz
500ml 50°C-ra hilt 1,5%-os Low Melt (BioRad 162-0017) agardzt
keveriink, amit 200pul térfogatti formakba Ontiink. Az igy megszilardult,
agardzba agyazott sejteket CPE pufferbe 2 6rara 37°C-ra helyezziik. A
protoplasztalddott, agardzba dgyazott mintdkon a puffert ,,lizis puffer”-re

cseré¢ljik, ami 0,5mg/ml Proteinase K (Sigma P 2308) fehérjebontd
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enzimet tartalmaz, egész éjszakai inkubalasra 50°C-ra helyezziik. Masnap
a ,lizis puffer’-t hdromszor TE-re cseréljiik, majd a mintak futtatasra
azonnal felhasznalhatok, ellenkez6 esetben 0,25M EDTA-ban 4°C-on fél
évig tarolhatok.

A futasi paraméterek a kovetkezok: 40-120 sec linearis ramping 26

oréan at, futds 1%-os agaréz (BioRad 162-0126) gélben, 200V-on, 5V/cm,
14°C-o0s 0,5x TBE pufferben.
A futast kovetéen a gélt Spug/ml ethidium-bromidot tartalmazd sziirt
(Millipore) vizben 30 percig festjiik €s steril desztillalt vizben mossuk. 1-2
ora elteltével UV fény folott Olympus Camedia (C-4000 Zoom) digitalis
fényképezdgéppel fényképezziik.

4.4.16. Southern blott és Southern hibridizalas

A technikat a CHEF-Mapper XA System (170-3670) pulzal6 eréterti
gélelektrofororézis  rendszerben  futtatott  gélben  elvalasztott
kromoszémakon a Y’ telomer szekvencidk azonositdsara hasznaltuk (Jager
¢és Philipsen, 1989; Codon és mtsi., 1997 ; Louis és mitsi., 1994) A
lefényképezett gélt 15 percig 1,25M HCl-ben aztatjuk, majd vizzel
oblitjiik és 2x 20 percen at 0,5M NaOH-1,5M NaCl-oldatban aztatjuk. Ezt
kovetden kapillaris transzfert eredményezd ,,blott”-ot épitiink: egy nagy
kristalyosité talba 0,5M NaOH-1,5M NaCl-oldatot Ontiink, a talon
keresztiil egy {iiveglapot helyeziink, amire gél-szélességli papircsikot
tesziink (Whatman 3MM), melynek a két vége beleér a folyadékba. Erre
helyezziik a gélt, amire nylon membrant (Hybond™-N+) és hadrom ujabb
gél-nagysagu szlirOpapirt helyeziink. Ezek tetejébe 8-10cm vastagsagban
papirszalvéta réteget helyeziink €s egy €jszakan at igy hagyjuk. Masnap a
membrant 10, majd 20 percig 50mM NaPi-val mossuk. A DNS-t a
membranba UV lampaval fixaljuk (Cole Parmer, UV 254nm; 0,1
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mW/cm?®, 8sec) és 2mM EDTA-0,1% SDS oldatba helyezziik néhany
percre. Térolashoz nedvesen befélidzzuk, vagy rogton felhasznalhatjuk
hibridizalashoz.

A Southern transzfer utdn a membrant hibridizacios oldatban 43°C-on
fél oran at mossuk. Kozben az Amersham MegaPrime Kit leirasat kovetve
elkészitjiik a jelolendd DNS-probat, amit 5 percig 100°C-on denaturalunk
¢s ehhez adjuk a random priming jelold frakcidjat, amit 20-30 percig
37°C-on inkubalunk (a random primerekkel a Klenow enzim segitségével
indul a polimeracios reakcio, €s jelolt dCTP keriil a szintetizalt DNS
lancba). A reakciot 50ul 0,1M EDTA hozzaadasaval blokkoljuk, majd 5
percig maximalis fordulaton 4°C-on centrifugaljuk, a feliilisz6t leszivjuk,
a pelletet 800ul 50mM-os Tris-ben vessziik fel, amit 5 percig 100°C-on
tartunk és aztan rogton jégre tessziik szintén 5 percre, majd ezutan adjuk
hozza a hibridizacids oldathoz. Az oldatban egyenletesen eloszlatjuk a
hozzédadott jelold frakciot és allandd razatdssal egy éjszakan 4t 43°C-on
hagyjuk. Masnap két mosast végziink 1. és 2. mosé oldatokkal A mosasok
idejét és a homérsékletét is a radioaktiv jelolés erdssége szabja meg
(42°C-52°C; 10perc-30perc), amit szamlaloval hatarozunk meg.

Végiil sotét helységben a membranra egy jol zar6do tokban Kodak
BioMax (MS-1 Film) érzékeny filmet helyeziink és -70°C-on tartjuk. Par
ora elteltével és az elohivo oldatok segitségével a filmen a sikeres jelolés

eredményeként sotét savokat kapunk.

4.4.17. Szekvenalas és szekvencia analizis

A szekvenalds automata ABI PRISM szekvenatorral torténik az SZBK
szolgaltatdo laborjanak segitségével. A kapott szekvencia elemzését
OMIGALI.1 szoftver csomag (Oxford Molecular Group) segitségével

végezzikk. A nukleinsav szekvencidkhoz a homologidt az NCBI
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adatallomanyban  (http.//www.ncbi.nlm.nih.gov) illetve a SGD

adatallomanyban keresiink (http://www.yeastgenome.org).
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5. Eredmények

5.1. A keresztezéshez hasznalt sziil8i torzsek izolalasa és jellemzése
Az 1998-ban, Tolcsvan, esszenciabdl izolalt T4/4, (torzskonyvi szama:
10-408) majd laboratériumban mutagenizalt (=m9, torzskonyvi szama: 10-
522) S. uvarum torzs elsd lépésként elvégzett ndvekedési tesztjeinek
eredményeit a 7. tablazat tartalmazza. A masik sziiloként hasznalt 10-170
S. cerevisiae torzs az amerikai Yeast Genetic Stock Center (kataldégus
szama:  X4005-11A)  torzsgyljteményébol  szarmazik.  Alapvetd

fenotipusos tulajdonsagait szintén a 7. tablazat tartalmazza.

7. tablazat A Kkeresztezéshez hasznalt S. wvarum és S. cerevisiae sziilod
névekedési és sporazo képességének vizsgalata.

| novekedés Fermentaci6™
éTiirzs neve: éauxotréfia 37°C ' sporazas
m9 (10-522) T uras - TR

o170 N - - i - ———

*mel: melibidz; malt: maltdéz; mann: mannit; gal: galaktoz fermentacio.

Keresztezésiik eldtt mindkét sziild elektrokariogramjanak és tovabbi
genetikai markerekre vonatkozé tulajdonsagainak vizsgalatat elvégeztiik,

mely eredményeket ,, A hibrid és utddnemzedékének vizsgalata

fejezetben mutatjuk be részletesen.
5.2. Mutansizolalas és hibridizolalas

Ahhoz, hogy nyomon kovethessiik a keresztezddés eseményét, illetve

a szil6i tulajdonsdgok utodaikba vald Orokitését, sziikségiink van jol
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kovethetd és konnyen detektalhatd stabil markerekre. A legegyszeriibb
ilyen markerek az auxotrofia mutaciok, amelyek egy aminosav vagy bazis
eléallitasanak bioszintetikus utjdban valo sériilések. Az ilyen mutansok
ugyanis egyszerii minimal taptalajon nem, csak olyan minimal taptalajon
fognak kindéni, amely tartalmazza azt az aminosavat vagy a bazist, amely
eldallitasara azok nem képesek. UV-mutagenezissel konnyen eléallithatok
ilyen mutansok. A mutagenezishez pedig azért hasznalunk spoérazéd
tenyészetet, mert abban nagyobb valoésziniiséggel vannak jelen haploid
sejtek, amelyeken a mutdcio azonnal, fenotipusosan kimutathato.

A kivalasztott T4/4-es jelli S. uvarum torzs sporazéd tenyészetébdl UV-
mutagenezissel, 10 masodperces sugérzasi idével sikeriilt 19db auxotrof
mutanst izolalnunk, kozilik 2 adenin-, 1 arginin-, a tovabbi 16 uracil-
auxotrof volt. A mutansokat m1-m19-ig elneveztiikk, és torzskonyvbe
vettiik. A keresztezési kisérleteinkhez koziilik az m6, m9, és m18 uracil-
auxotrofokat hasznaltuk, ezeknek a kivalasztott mutiansoknak stabil
auxotrof markeriik és jo sporazo képességiik volt. A késObbiekben azért
hasznaltuk fel a dolgozatban részletesen bemutatott keresztezéshez
kizarolag az m9-es S. wvarum torzset, mert ennél figyeltik meg a
legmagasabb sporaéletképességet (96 %). A tobbi mutins esetén 2:2
szegregacid volt jellemzd az életképes és neméletképes sporaklonok
kozott a tetradokban.

A dolgozatban a tovabbiakban egy laboratériumi leu” S. cerevisiae (10-
170) és egy ura’ tokaji S. uvarum (m9) keresztezésébdl szarmazo egyetlen
hibrid vizsgalatat mutatjuk be részletesen. A hibridet 21db SMA-n kindtt
telep koziil valasztottuk ki. A prototrofia a két auxotrof sziild sikeres
keresztezddésére utal. Emellett a hibridre jellemzdé volt a 37°C-on valo
novekedés is, ami eredetileg a S. cerevisiae szild sajatsaga (Vaugham-

Martini és Martini, 1987).
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5.3. A hibrid és utédnemzedékének vizsgalata

A 7. abran a keresztezés eredményeként létrehozott hibridbdl
szarmaztatott utddnemzedékeket €s a dolgozatban részletesen bemutatott
tetradtagokat tlintetjiik fel. Bekarikazva azokat a spératagokat lathatjuk,
melyekbdl sporaképzéssel a kovetkezd generacidkat izolaltuk. A hibrid
nagyon jol spordzott (50-60%; 6 nap utdn) a bel6le huzott elsd
utdédnemzedék 1c spdratagja szintén jo spéraképzoének bizonyult (45-50%;
6 nap utan). Beldle szarmaztattuk a masodik generaciot, melynek 4a és 6a
tagjaibol (60-70%-o0s sporaképzés; 6 nap utdn) is létrehoztunk egy-egy
harmadik generaciét amibdl a dolgozatban a 6a-bol szarmazott
utddnemzedékkel foglalkozunk részletesen. Az igy létrejott harmadik
generacio 1b sporatagjabol izoldltuk a negyedik generacidt. A jo

sporaképz6 utodokat valasztottuk ki a kovetkezd generaciok izolalasahoz.

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

hibrid

Fi generacio (1a, 1d; 4a, 4b, 4c, 4d)
F, generéci6 (4a, 4b, 4c, 4b, 6¢, 6d)
v F; generacio (lac, 1d)

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

7. abra A hibridbdl szarmaztatott utodnemzedékek a dolgozatban bemutatott

tetradokkal.
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5.3.1. A hibrid és a keresztezéshez hasznalt sziil6k vizsgalata

5.3.1.1. Novekedési és fermentacios tesztek.

A faji identifikalasi Iépéseket novekedési €s fermentacids tesztekkel
kezdjiik, majd az eredményeket Kregen van Rij (1984) és Martini (1993)
taxonomiai tablazataival vetjiikk 6ssze. A 37°C-on novekedd, de minimal
taptalajon nem novekvo torzseket S. cerevisiae, a 37°C-on nem, de
minimal taptalajon novekedést mutatd torzseket S. wvarum-ként
azonositjuk be. A fermentacids tesztek esetében nagyobb a véltozatossag,
egy torzson beliili kiilonbozo valtozatok 1éteznek. A 8. tablazat a 10-170,
m9 sziilok, €s a hibrid ndvekedési és fermentacids eredményeit mutatja be.
A hibrid névekszik 37°C-on €s minimal taptalajon is, jol sporazik, illetve

melibi6z fermentalo képessége is van, akarcsak S. uvarum sziiléjének.

8. tablazat A keresztezett sziilok, és a hibrid novekedési- és fermentacios
vizsgélata.

novekedés fermentacio
Torzs neve: auxotrofia | 37°C | sporazas mel malt gal
10-170 leu- + - - + +
hibrid + + + + + +
m9 ura- - + + + +

Minimal taptalajon valé novekedést mutat be az 8. abra. A két
auxotrof sziild természetesen nem mutat novekedést, a hibrid viszont

prototrof 1évén novekszik.
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8. abra A keresztezett sziilok és a hibrid novekedési tesztje minimal
taptalajon. 1.: 10-170; 2.: hibrid; 3.: m9.

5.3.1.2. Geneticin-érzékenység vizsgalata

A G418 eukariota antibiotikum, a polipeptid szintézist a protein
elongacié folyamatdban gatolja. ElsGsorban a neomicin vagy kanamicin
rezisztencia gént tartalmazo sejtek szelekcidjara, illetve az ilyen
tenyészetek fenntartdsara hasznalandd. Mi is egy stabil S. wvarum
diszruptans ura” mutans létrehozésa (az eredményeket ez a dolgozat nem
tartalmazza) miatt kezdtliink geneticin-érzékenységi teszteteket vizsgélni,
mikozben észrevettiik, hogy a S. cerevisiae sejtek ellenallobbak a
méreggel szemben, mint a S. wvarum sejtek (9. abra.). Ennek a
Htermészetes” markernek az utédokban vald megnyilvanuldsat is
megvizsgaltuk a keresztezésbe vitt sziilok, azok hibridje ¢és elsd
utodnemzedéke esetében is. Az eredményeket a 9. tablazat tartalmazza, a
szlilék és a hibrid novekedési tesztjeinek fényképeit pedig a 10. abran
mutatjuk be. A geneticin-érzékenység egyszerli intermedier-szerii
oroklésmenettel magyarazhato, a hibrid az m9 sziil6hoz képest jobban, a
10-170 sziil6hdz képest kevésbé jol nd. A vizsgalt elsé utddnemzedék egy
teljes tetradjanak tagjai koziil kettdé hibridre hasonlo telepszamot mutat

(1c, 1d) a masik két tetrad tag az m9 sziildhoz hasonlé ndvekedést mutat.
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C 100pg/ml  120pg/ml  150pg/ml

CBS 395

S288c

m9

10-170 x m9

10-170

10. abra Geneticin-érzékenység vizsgalata a keresztezésbe vitt 10-170, m9
szil6i torzseken, és hibridjiikon.

54



9. tablazat A sziilok, a hibrid és az elsé utodnemzedék egy teljes tatradjanak
geneticin-érzékenységi vizsgalata.

Kin6tt telepek szama

torzs 0 80ug/ml = 100pg/ml  120pug/ml  150pg/ml
10-170 145 120 39 24 -
hibrid 90 48 43 6 -
m9 134 32 - - -
F| 1a 132 95 1 - -
1b 130 37 - - -
lc 95 22 42 6 -
1d 138 18 18 4 -

5.3.1.3. CHEF elektrokariotipizalas és Y’-proba

A pulzalo erdteri  gélelektroforézissel (Counter Clamped
Homogeneous Electric Field-rendszerekkel) készitett elektrokariogramok
a mai ¢éleszt-taxonomia igen fontos részévé valtak (Vaughan-Martini és
mtsi., 1993; Cardinali és Martini, 1994; Kishimoto és Goto, 1995; Fisher
¢s mtsi, 2000). A kariogramokon az egyes mintdk molekulastly alapjan
elvalasztott kromoszomai vizsgalhatok. A modszer nem csak a kiilonb6z6
fajok elkiilonitésére, hanem a fajon beliili valtozatok kozotti kromoszoma
szam és méret kozotti kiilonbségek, valamint kromoszdéma-atrendezodések
vizsgalatara és interspecifikus hibridek elemzésére is alkalmas (Ryu és
mtsi., 1996; Longo és Vezinhet, 1993; Giudici és mtsi., 1998). Azonban
ezek a kromoszoma-atrendezddések a természetbdl izolalt torzsek kozott
olyan gyakoriak, hogy sokszor csupan e technika alkalmazésa - szekvencia

analizis nélkil - félrevezetd is lehet (Sipiczki és mtsi, 2001).
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IV. XIL (1.531kb, 1.078kb)

XV. VIL (1.091kb, 1.090kb)

X. XIV. I1. (745kb, 784kb)
XI. (666kb)

| VIIL V. (562kb, 576kb)
IX. (439kb)

1L (316kb)

I (230kb, )

11. abra Pulzal6 er6terii gélelektroforézissel készitett elektrokariogram. 1.:
m9 S. uvarum; 2.: 10-170 x m9 hibrid; 10-170 S. cerevisiae. Bal oldalon van
feltintetve a S. uvarum kromoszémainak szdmozasa arab szamokkal, jobb
oldalon pedig a S. cerevisiae kromoszomainak szamozasat lathatjuk romai
szamokkal jelolve. A nevezéktan Ryu és mtsi., 1996; Nguyen és mtsi., 2000
altal hasznalt szamozast koveti.

A 11. abran a keresztezett sziilok ¢és kozottiik kettdjiik hibridjének
elektrokariogramjat mutatjuk be. A kozépen lathatdé minta kromoszéma
szama kb. a jobb és bal oldali mintdk dsszege. Jol 1athato a sok, savok altal
jelolt kromoszoémak eredeti helye is a sziilok mintdin. Az 4abran
megfigyelhetd tovabba a 10-170 S. cerevisiae ,hidnyossaga” is:
kromoszoma szama valdsziniileg nem a normalis 16, hanem annal
kevesebb: a VI. kromoszomdja, illetve annak részei transzlokécio
eredményeként mas  régidba  keriilhetett, azonban ezt az

elektrokariogramon nem tudjuk kimutatni. A S. uvarum kariogramjan
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viszont jol lathato a fajra jellemzé kromoszoma-mintazat: Sdb
kromoszdma elhelyezkedése a 400-700kb tartomanyban (vonallal jelolve)
illetve a 220-320kb régidé két kis méretli kromoszéméja (nyil jeldli)
(Kishimoto és Goto, 1995; Ryu és mtsi., 1996).

A hibrid kariogramjan az erdsebb savok a két sziilotél szarmazo
egyforma méretli kromoszoémak egyiittes jelenlétének kdszonhetdek. A S.
cerevisiae kromoszomait hagyomanyosan romai szamokkal jeloljiik, a S.
uvarum esetén az arab szamokkal vald jelolés terjedt el (Ryu és mitsi.,
1996; Nguyen és mtsi., 2000).

Az Y’-nek nevezett rovid, valtozd kopia szamban ismétlodod
szubtelomerikus szekvencia jol alkalmazhatdo a S. cerevisiae eredetii
kromoszéméak azonositasara (Lavallée és mitsi., 1994). A helikazok
kodolasaért felelés DNS-hez hasonld szekvenciat mutaté Y’ valamennyi
S. cerevisiae kromoszomavég kozelében megtaldlhatd, mig a S. uvarum
eredetileg nem rendelkezik ilyen szekvencidkkal (Casaregola és mitsi.,
2001). Az interspecifikus hibridek esetén kapott jel tehat a S. cerevisiae
eredetli szubtelomerikus részt jeloli. Ez jol lathato a 12. abran, ami az
elobb bemutatott sziiléi elektrokariogramrol készitett Y’ Southern
hibridizaciét mutatja be a (b) abrarészen. A kozépsé minta a hibridrdl
késziilt, mellette jobbra a 10-170 S. cerevisiae sziil6 mintdjat lathatjuk, a
kettd teljesen azonos hibridizacids savozottsagot mutat, mig a bal oldali
m9 S. wvarum sziil6 kromoszomaival egyaltalan nincs hibridizécio.
Feltlinik az &bran az is, hogy a 10-170 S. cerevisiae 11I. kromoszdéméaja

nem hordoz Y’ telomer szekvenciat (*).
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12. abra. Pulzal6 erdterti gélelektroforézissel készitett elektrokariogram (a)
€s Y’ hibridizacié (b). 1.: m9 S. uvarum, 2.: 10-170 x m9 hibrid, 3.: 10-170
S. cerevisiae. * jeloli azt a S. cerevisiae kromoszoémat, mely nem
hibridizalt az Y’ telomer probaval

5.3.1.4. MET2 PCR-EFLP

A S. cerevisiae IV. kromoszémajan talalhatdé MET2 génre tervezett
primereket (6. tablazat) hasznalva hasonlé méretii (~580bp) PCR
termékeket kapunk a S. cerevisiae és S. uvarum esetében. S. cerevisiae és
S. uvarum MET2 fragmentuma kozott a PCR-RFLP-vel gyorsan és
egyszertien kiilonbséget tehetlink, ha azokat EcoRI és Pstl enzimekkel
emésztjik. A két enzim kiillonbozoképp emészti a két faj MET2 génjét: az
EcoRl enzim a S. cerevisiae MET2 génjét 211bp ¢és 369bp
fragmentumokra hasitja, mig a S. uvarum esetén nincs felismerd helye. A
Pstl enzim esetén pont forditott a helyzet: a S. uvarum génjében van
felismerd helye (365bp és 215bp a kapott fragmentek hossza) mig a S.

cerevisiae génjében nincsen (Kiellard-Brandt, 1994; Masneuf és mitsi.,
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1996). Interspecifikus S. cerevisiae x S. uvarum hibridek esetén pedig
mindkét enzimmel vald emésztés utan 3 savot varhatunk: az egyik sziild
nem emésztett PCR termékét és a kisebb fragmentekre emésztett masik
szilé6 PCR termékét. A 13. dbran a sziilok és hibridjiik EcoRI és Pstl
emésztett MET2 PCR-RFLP analizisét mutatjuk be. A hibrid mint4zata

mindkét esetben a két sziild mintdzatdnak kombinacidja.

580bp
365bp
215bp

13. abra A keresztezett sziilok és a hibrid MET2 PCR-RFLP analizise.
1.: 10-170, 2.: m9, 3.: hibrid; (a) EcoRI emésztés;
(b) Pstl emésztés.

5.3.1.5. ITS1-5,8S rDNS-1TS2 PCR-RFLP

Az ITS1-5,8S-1TS2 PCR-RFLP analizise az ITS (intergenic transcribed
spacer) PCR-ribotyping. ITS1 és ITS4 primereket hasznalva a PCR
reakcio termékeit Mael (Roche) és Haelll (Fermentas NBI) enzimekkel
torténd emésztése alkalmas a Saccharomyces genus szinte valamennyi
taxonjanak egymastol vald elkiilonitésére (McCullogh és mtsi., 1998;
Kurtzman ¢és Robnett, 2003). Szamunkra a S. cerevisiae és S. uvarum
elkiilonitése volt a fontos, ezért elegendd volt csupan a Haelll enzim
hasznalata, mely enzim a kb. 860bp-nyi PCR termékeket a S. cerevisiae
esetében 320bp-225bp-180bp-145bp-nyi kisebb fragmentekre, mig a S.
uvarum esetében 490bp-225bp-145bp-nyi szakaszokra vagja. A 14. abran
a keresztezésbe vitt sziilok és a hibridjik /757-5,8S rDNS-ITS2 PCR-
RFLP analizise lathato. A kozéps6 hibrid jol lathatéan mindkét sziiléi

mintazattal rendelkezik.
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490bp

320bp
225bp
180bp
145bp

14. abra A keresztezett sziilok és a hibrid I757-5,8S rDNS-ITS2 PCR-
RFLP analizise. 1.: 10-170; 2.: hibrid; 3.: m9. A PCR termékeket Haelll
enzimmel emésztettiik.

5.3.1.6. NTS2 PCR RFLP

Az NTS2 PCR-RFLP analizise: az NTS2-U és NTS2-L primereket
hasznalva a PCR reakci6 termékeit Banl (Gibco BRL) enzimmel emésztve
szintén alkalmas a Saccharomyces genus taxonjainak egymadstol valo

elkiilonitésére (Nguyen és Gaillardin, 1997).

1 2 3 *

15. abra NTS2 PCR-RFLP. 1.: m9; 2.: hibrid; 10-170; *: 1kb-1éptékii DNS
molekula marker (Gibco BRL).

A 15. abran a keresztezett sziildk és hibridjik N7S2 PCR-RFLP
analizise lathat6. A Banl restrikcidos endonukleaz a S. cerevisiae NTS2
PCR termékét 668-404-225bp-nyi kisebb fragmentumokra vagja, mig

ugyanez az enzim nem rendelkezik felismerdhellyel az S. uvarum esetén.
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A kozépen lathaté hibrid mindkét sziild NTS2 szekvenciajaval

rendelkezik.

5.3.1.7. HIS4 PCR-RFLP

Valamennyi Saccharomyces faj esetében egy 2,1kb-nyi PCR terméket
kapunk a HIS4U-és HIS4L primer parokkal (Isd. 6. tablazat) dolgozva. A
S. cerevisiae esetében ezt a PCR terméket HindlIll enzimmel (Fermentas
MBI) véagva harom kisebb (800-700-600bp) fragmentet kapunk, mig
ugyanez az enzim a S. uvarum HIS4 PCR terméke esetében nem
rendelkezik  felismerShellyel (Casaregola ¢és mtsi.,, 2001). A
keresztezésben hasznalt sziilok és a hibridjiik /IS4 PCR-RFLP analizisét a
16. abran mutatjuk be. A kozépen lathaté hibrid rendelkezik mindkét
szUiléi HIS4 génnel: egy vagatlan S. uvarum PCR termékkel és a harom

kisebb fragmentre vagott S. cerevisiae PCR termékkel.

1 2 3

2,1kb

00bp
00bp
00bp

16. abra A keresztezett sziillok és a hibrid HIS4 PCR-RFLP analizise. 1.: 10-
170; 2.: hibrid; 3.: m9. Hindlll enzimmel emésztve.

5.3.1.8. YCLOO8c PCR-RFLP
S. cerevisiae-ben a IlII. kromoszéman taldlhaté YCL0O0OS8c (STP22,
VSP23) éltalanos YCLOOS8c primerekkel (6. tablazat) 1,6kb-nyi PCR

terméket ad. A kapott PCR termék EcoRV enzimmel valdo emésztése 1,1
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és 0,5kb fragmenteket ad, mig Pstl enzim felismerd helye nincsen. S.
uvarum esetén az EcoRV enzimnek nincsen felismerd helye, de a Pstl
enzimmel valo  emésztés  1,2kb-nyi,  0,3kb-nyi  és140bp-nyi
fragmentumokat eredményez (Casaregola és mtsi., 2001). A 17. abra (a)
részén EcoRV enzimmel, (b) részében Psfl enzimmel valé emésztés
eredményeként kapott fragmentumokat lathatjuk. A mindkét esetben

kozépen futtatott hibrid - ugyantigy, mint eddig - mindkét sziilé mintazatat

egyarant mutatja.

200bp —==

17. abra. A keresztezésbe vitt sziilok és hibridjiikk YCLOOS8c PCR-RFLP
analizise. (a) 1.: m9; 2.:hibrid; 3.: 10-170; EcoRV emésztés. (b) 1.: 10-
170; 2.: hibrid; 3.: m9; Pstl emésztés.

5.3.1.9. URA3uva PCR

A S. uvarum sziil§ eredetileg ura” fenotipusu és a leu” S. cerevisiae
sziilével keresztezve vad tipusi hibridet kaptunk. Ahhoz, hogy
kimutathassuk a S. uvarum sziil6 ura3 génjének jelenlétét a hibridben,
illetve az utddgeneracidban, S. uvarum URA3 génre specifikus primerek
tervezésére volt sziikség. A specialis primerekkel végzett PCR reakcio
termékeit a 18. dbra mutatja be. A S. uvarum URA3 génje jelen van a

hibridben. A primerek segitségével kapott sziildi URA3 PCR termék
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kontroll torzs adatbazisbeli szekvencidjaval vald Osszehasonlitdsat a 19.

abra mutatja be. Az adatok az SGS adatbazisabol szdrmaznak.

1 2 3

18. abra S. wuvarum-specifikus primerekkel késziilt URA3 PCR-reakcio
termékek. 1.: 10-170; 2.: hibrid; 3.: m9.

63



1 URAUVARU.sdn
‘3 URAm9Urr.gel
CONSENSUS

1 URAUVARU.s
-3 URAm9Urr.g

GCCGAATTATCATGCAAGGGATCTTTAGCCACTGGGGAGTACACCAAGGG
GCCGAATTATTATGCAAGGGATCTTTAGCCACTGGGGAGTACACCAAGGE 350
(JC(,(“AATTATTATGCAF\GGGATCTTTAGCCACTGGGGAGTACACCAAGGG GGCAGA

dn
el

GGCAGA
GTGAAACTGCAGTACTCATCAGGTGTATATAGAATAGCCGAGTGGGCAGA
GTGARACTGCAGTACTCATCAGGTGTATATAGARATAGCCGAGTGGGCAGA

CONSENSUS GTGAAACTGCAGTACTCATCAGGTGTATATAGAATAGCCGAGTGGGCAGA
360 370 380 390 400

2 URAm9Url.gel CATCACGAATGCGCACGGTGTGGTGGGTCCCGGTATCGTCAGCGGGCTAR
4 URAhyUrl.gel CATCACGAATGCGCACGGTGTGGTGGGTCCCGGTATCGTCAGCGGGCTAR
1 URAUVARU. sdn CATCACCAATGCGCACGGTGTGGTGGGTCCCGGTATCGTCAGCGGGCTAR
-3 URAmM9Urr.gel CATCACGAATGCGCACGGTGTGGTGGGTCCCGGTATCGTCAGCGGGCTAA
CONSENSUS CATCACGAATGCGCACGGTGTGGTGGGTCCCGGTATCGTCAGCCGGCTAR
410 420 430 440 450

2 URAm9Url.gel BAAGCAGCCGCAGAGGAGGTCACCAAGGAACCTAGAGGCCTTCTGATGCTA
4 URRhyUrl.gel AAGCAGCCGCAGAGGAGGTCACCAAGGAACCTAGAGGCCTTCTGATGCTA
1 URAUVARU.sdn AAGCAGCCGCAGAGGAGGTCACCAAGGAACCTAGAGGCCTTCTGATGCTA
-3 URAm9Urr.gel AAGCAGCCGCAGAGGAGGTCACCAAGGAACCTAGAGGCCTTCTGATGCTA

CONSENSUS

2 URAmM9Url.gel
4 URAhyUrl.gel

BAGCAGCCGCAGAGGAGGTCACCAAGGAACCTAGAGGCCTTCTGATGCTA

460 470 480 490 50C

CCGAATTATTATGCAAGGGATCTTTAGCCACTGGGGAGTACACCARGGE
CCGAATTATIATGCAAGGGATCTTTAGCCACTGGGGAGTACACCAAGGG

oo

19. abra Az m9 uracil auxotrof mutans és az adatbazisbeli S. uvarum URA3
génjeinek Osszehasonlitasa. URAmM9Url: az m9 URA3 PCR-termékének forward
szekvenalasanak eredménye, URAhyUrl: a 10-170 x m9 hibrid URA3 PCR-
termékének forward szekvenalasanak eredménye, URAm9Urr: az m9 URA3
génjének reverse szekvenalasanak eredménye, URA3UVARU: az adatbazisbeli
S. uvarum URA3 szekvencidja. Az adatok a www.genelevures.fr adatbazisbol
szarmaznak. Alahuzassal és bekeretezéssel a mutacios helyeket jeldltiik.

A keresztezésbe vitt m9, uracil auxotrof mutans szekvencia elemzése
kozben talaltunk ra a mutacidét okozo bazis cserére. Ezt a szekvencian
aldhtizassal és bekeretezéssel jeldljiik. A 460. helyen 1évo TCA (eredeti S.
uvarum szekvencia) TTA (m9 S. uvarum szekvencia) triplet baziscseréje

szerin helyett leucin aminosavat jelent. A masik, aldhuzassal jelolt
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baziscsere nem jelent egyben aminosav cserét is: a 355. helyen 1évo ACC

¢s ACG kodon egyarant treonint kodol.

5.3.1.10. URA3cer PCR

A S. cerevisiae-specifikus primerekkel készitett PCR reakcioval azt
akartuk ellendrizni, hogy a hibridben, illetve az utddnemzedék tagjaiban
meg van-e a vad tipusu S. cerevisiae URA3 gén. A 20. abran az emlitett
PCR reakcio termékeit mutatjuk be, és jol lathatd, hogy a hibrid

rendelkezik a S. cerevisiae sziil6to] kapott URA3 génnel.

20. abra S. cerevisiae-specifikus primerekkel készitett URA3 PCR-reakcio
termékei. 1.: 10-170; 2.: hibrid; 3.: m9.

5.3.1.11. LEU2 PCR

A 10-170 S. cerevisiae szillo eredetileg leu2” fenotipusu, a vele
keresztezett S. wvarum viszont leu2” génnel rendelkezik. A kettdjiik
hibridje vad fenotipust; mindkét sziild LEU2 génjével rendelkezik. A 21.
abran a sziilék és hibridjiik LEU2-U ¢és L primerekkel készitett LEU2
PCR termékeit lathatjuk.
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21. abra A sziilok és a hibrid LEU2 PCR termékei. 1.: 10-170; 2.: hibrid,;
3.:m9.

A kapott PCR termékeket szekvenaltattuk (22. abran mutatjuk be) a
szekvencia analizis alapjan kiilonbséget tudtunk tenni a kiillonb6zo eredeti
szliléi gének kozott. Csupan egyetlen eltérést talaltunk: a 283. bazis
helyén, ahol az m9 sziil6 az adatbazisbeli YCLOI8w-vel (S. cerevisiae
LEU?2) megegyezben adenint, mig a 10-170 sziild és a hibrid ugyanitt
timint tartalmaz. Az emlitett szekvencia-beli kiilonbséget azonban nem
tudtuk a késébbiekben a vizsgalt hibridnél és spora utddainal azok LEU?2
eredetének vizsgalatara kihasznalni, mivel nem taldltunk olyan
endonukledzt, amely ezen a helyen végohellyel rendelkezne. Ez a
baziscsere AAA helyett TAA tripletet jelent, ami lizin kodon (AAA)
helyett egy stop kodon (TAA) létrejottéhez vezet. Ez okozhatja a 10-170
leucin auxotr6f mutacidjat. A hibrid is rendelkezik ugyanezzel a
mutacioval, de prototrof 1évén rendelkeznie kell a S. uvarum-t6l kapott

vad alléllel is.

283.

10-170-L AGAG---GCCAAGGACGCAGATGGCAACAAACCC--AAGGAACCTGGGATA-ACGGAGGC
M9-L AGAG---GCCAAGGACGCAGATGGCAACAAACCC--AAGGAACCTGGGATA-ACGGAGGC
Hyb-L AGAG---GCCAAGGACGCAGATGGCAACAANCCC--AAGGAACCTGGGATA-ACGGAGGC
10-170-U AGTGTTAGACCTGAACAAGGTTTACTATAAATCCGTAAAGAACTTCAATTGTACGCCAAC
Hyb-U AGTGTTAGACCTGAACAAGGTTTACTATAAATCCGTAAAGAACTTCAATTGTACGCCAAC
M9-U AGTGTTAGACCTGAACAAGGTTTACTAAAAATCCGTAAAGAACTTCAATTGTACGCCAAC

22. abra A 10-170 leucin auxotrof és az adatbazisban talalt S. cerevisiae LEU2
szekvencidk Osszehasonlitasa. A mutacié helyét vastag betlivel és keretezéssel
jeloltiik.
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5.3.1.12. MET10 PCR

A IV. kromoszoméan taldlhaté METI0 gént S. cerevisiae-re és S.
pastorianus-ra  tervezett primerek (Isd. 6. tablazat) keverékével
amplifikaltuk. A S. cerevisiae esetén egy 1,7kb-nyi fragmentet kapunk, a
S. pastorianus esetében 1,1kb-nyi a PCR termék (Casaregola és mitsi.,
2001). Ahol mindkét Saccharomyces eredetit MET10 gén megtalalhato, ott
ketté fragmentumot kapunk. A S. cerevisiae sziil6 (10-170) 1,7kb-os
fragmentumat és a S. uvarum sziilé (m9) 1,1kb-os fragmentumat egyarant
megfigyelhetjiik kettejiilk hibridje esetében (23. abra). A természetes
hibrid S. pastorianus (S. cerevisiae x S. wuvarum) METI0 génje

valoszintileg S. uvarum eredetli (Casaregola és mitsi., 2001).

1 2 3

23. abra A keresztezésbe vitt sziil6k és hibridjiik MET10 PCR-termékei. 1.:
10-170; 2.: hibrid; 3.: m9.

5.3.1.13. mtDNS RFLP

A mitokondridlis DNS RFLP mintazata alapjan is végezhetiink
taxonomiai identifikalast. A fajon beliili valtozatok kimutatdsara is
alkalmas modszert (Piskur és mtsi., 1998; Nguyen és mtsi., 2000) mi arra
hasznaltuk, hogy kideritsiik, hogy a hibridiink mely sziil6tdl 6rokolte a
mitokondriumait, illetve az utddokba vald Orokitése soran tortént-e
kimutathatd valtozéas. Egyonteti mintdzatot kaptunk az utddok esetében,
ami megegyezett a hibrid €és az eredeti S. cerevisiae sziil6 mintazataval is.
A 24. abran bemutatott fotét Huu-Vang Nguyen hozzéjarulasaval

mutatjuk be.
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24. 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.:1¢; 7.:1d; 8.: F, 6a; 9.: F5 1b; 10.: F, 1a.

5.3.2. Az els§ utbdnemzedék vizsgalata

Az elsd utddnemzedéket a 10-170 x m9 hibrid spordztatasaval nyertiik.
A sporazd tenyészetbol mikromanipulacioval tetrddokat izolaltunk, a
tetradok tetrasporainak életképességét szazalékban értékeltiik és azokat
tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ald, amit a jelen fejezet részleteiben

targyal.

5.3.2.1. Novekedési és fermentacidos tesztek az elsé
utédnemzedékben.

Az els6 utédnemzedék valamennyi kihtGzott és kindtt tetradjanak
elvégeztiik a ndvekedési vizsgalatat. Fermentacios vizsgalatokat azoknal a
tetradoknal végeztiink, amelyeket molekularis modszerekkel is tovabb

elemeztilk. Az els6é utodnemzedék életképessége: 70% volt. 30% teljes
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tetrad; 40% harom életképes, 20% kettd életképes sporataggal rendelkezd
tetrad; és 10%-ban kaptunk egyetlen életképes sporatagot tartalmazo
tetrddokat. Az 10. tablazat tartalmazza azokat az Osszefoglalt
eredményeket, melyek a novekedési, sporazasi, és néhany sporautod
esetében a fermentacids teszteket mutatjdk be. 37°C-on valamennyi
sporautdd nétt. Az életképes utddok 54%-a prototrof és 46%-a leucinra
auxotrof volt. A S. uvarum uracil auxotrof markerét egyetlen spora utod
sem mutatta. Az ¢életképes sporaklonokban az atlagos sporazd képesség

67% volt.

10. tablazat Novekedési, sporazasi és fermentacios tesztek az Fy sporautodokon.

edis T e
“eMA 375¢ | el Ll gal | sporzis
VFI 54%p e o T 1009 Sovekedes ST e v .

A 25. abra az elsé utdédnemzedék elsé teljes tetrad tagjainak minimal
taptalajon valdé novekedési vizsgalatdit mutatja be. A fényképen is jol
lathato, hogy a tetrad a és b tagja prototrof, ¢ €s d tagja nem novekszik

minimal taptalajon, tehat auxotrof.
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25. abra Az elsé utédnemzedék egy teljes tetrad tagjainak novekedési
tesztje. a: Fy 1a jelt sporatag; b: Fy 1b jelt sporatag; c: F; 1c jell sporatag; d:
F; 1d jelu sporatag. Az élesztd novedékek SMA taptalajra vannak oltva.
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5.3.2.2. CHEF elektrokariotipizalas és Y’-proba
A 26. abran az elsé utdédnemzedék két teljes tetradjanak (az 1. és 4.
szamu  tetradok) elektrokariogramjat ¢és mellette Y’ Southern

hibridizaciojat lathatjuk.

26. abra Az els6 utédnemzedék két teljes tetradjanak elektrokariogramja (a) €s
Y’ Southern hibridizacidja (b). 1.: F; 1a; 2.: 1b; 3.: 1¢; 4.: 1d; 5.: 4a; 6.: 4b; 7.:
4c; 8.: 4d; 9.: hibrid. Az 1. és 2. szdmu nyil az elektrokariogramon lathatd
kromoszéma-atrendezddéseket jeloli. A 3. 4. 5. és 6. szamu nyilak a kariogramrol
késziilt memranon az Ujonnan megjelend hibridizaciés savokat jeldlik. A
szaggatott fliggdleges vonal a nagyobb kromoszomdk mérettartomanydban
lathato jelolodés-intenzitas beli kiillonbségekre hivja fel a figyelmet.

A 26. abra (a) részét vizsgalva feltiinik egy kromoszoéma-atrendezodés
(nyilakkal jeldlve): az 1. szamu tetrad a és b tagjanak harmadik legkisebb
kromoszomaja (1. nyil) (S. wvarum mintazat szerinti szamozast
alkalmazva) a tetrdd ¢ és d tagjaindl hidnyzik. Azokndl viszont a 7.
kromoszéma jelen van (2. nyil), ami az a és b tagoknal nem lathat6 (a
kromoszéma szamok itt a hibrid kariogramjan lathat6 sorrend alapjan
tekintenddk, amit alulrdl, a legkisebb kromoszomaval kezdiink). Ugyanez
az atrendezddés figyehetd meg a 4. szdmu tetrad tagjainal, csak itt épp

forditva: 4a-4b sporatagoknal nem lathato6 a harmadik  legkisebb
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kromoszoma, de a 7. kromoszoma igen, a 4c-4d spdra tagoknal pedig
helyén van a harmadik kromoszéma, de a 7. kromoszéma nem lathatd. A
nagyobb kromoszémak régidiban nem figyelhetd meg egyéb atrendezddés.
Az 4bran a 9. minta a hibridé. Osszehasonlitis végett keriilt ide: jol
lathato, hogy a hibrid esetében mind a 3., mind a 7. kromoszéma a helyén
van. Kevésbé jol lathatd viszont az eredetileg S. uvarum-tol kapott 15.
kromoszéma, amely valamennyi vizsgalt elsé utédnemzedék tagnal
megfigyelhetd.

Az abra (b) része ennek az elektrokariogramnak az Y’ telomer
hibridizacidjat mutatja be. A két teljes tetrad tagjai igen hasonloak a hibrid
mintdjahoz és egymashoz is, néhany ujabb sav megjelenését kivéve
(nyilakkal jeldlve). Osszevetve az 12. abra S. uvarum elektrokariogramjat
¢s annak Y’ Southern hibridizacidjat ezzel az dbraval egyértelmiivé valik,
hogy az Gjonnan megjelend hibridizacids sav (3. nyil) egy eredetileg S.
uvarum-tol kapott kromoszoma helyét jeloli. Egy kevésbé latvanyos masik
ujabb sav (4. nyil) lathat6 az 1c¢ spdratagnal, ami szintén eredetileg az m9
S. uvarum sziil6tol szarmazik €és annak 15. kromoszomajat jeloli. Az 5.
nyillal szintén Ujonnan megjelend savokra hivjuk fel a figyelmet, az
erdsebb jelolddés két sdvnak felel meg, az 1a és 1e¢ sporatagokndl. A 6.
nyil pedig az 1a és 1d sporatagok esetén mutat 0j jelolédésre. Ebben a
régidban (szaggatott vonal) jelentds jelolés-intenzitasbeli kiillonbségek is

megtigyelhetok.

5.3.2.3. MET2 PCR-RFLP
Az els6 utodnemzedék két teljes tetradjanak elvégeztiik a MET2 PCR-

RFLP analizisét, amelyet a 27. abran mutatunk be.
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1 2 34 5 6 78 12 3 4 56 78

580bp
369bp
219bp

27. abra Az els6 utodnemzedék két teljes tetradjanak MET2 PCR-RFLP
analizise. 1.: Fy 1a; 2.: 1b; 3.: 1¢; 4.: 1d; 5.: 4a; 6.: 4b; 7.: 4¢; 8.: 4d; (a) Pstl
enzimmel valé emésztés; (b) EcoRI enzimmel valo emésztés.

Az abrén jol lathato, hogy minden egyes tetrad tag mindkét emésztést
tekintve a hibrid mintdzataval rendelkezik: egyszerre van jelen mindkét

szUiléi MET?2 gén.

5.3.2.4. ITS1-5,8S rDNS-ITS2 PCR-RFLP
Az elsé utddnemzedék elsé teljes tetradjan elvégeztiik az ITSI PCR-

RFLP analizist, amit a 28. abran mutatunk be.

490bp
_ 320bp
225bp

180bp
145bp

28. abra Az els6 utdédnemzedék egy teljes tetradjanak /7.57-5,8S rDNS-
ITS2 PCR-RFLP analizise. 1.: F; 1a; 2.: 1b; 3.: 1¢; 4.: 1d. A PCR
termékeket Haelll enzimmel emésztettiik.
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A 28. abran megfigyelhetd, hogy a tetrad tagok koziil az 1a csupan a
S. cerevisiae sziil61 mintazatot mutatja, mig a tetrad tobbi tagjai hibrid-

szerl mintazattal rendelkeznek.

5.3.2.5. NTS2 PCR-RFLP

Az elsé utdodnemzedék elsd teljes tetradjanak NTS2 PCR-RFLP
analizisét a 29. abran mutatjuk be. A PCR termékek Banl restrikcids
endonukledzzal voltak
emésztve. Az abran jol lathatd, hogy minden tetrdd tag hibrid-szerii

mintazattal rendelkezik.

1,3kb

668bp
404bp

225bp

29. abra Az els6 utdédnemzedék egy teljes tetradjanak NTS2 PCR-RFLP
analizise 1.: F; 1a; 2.: 1b; 3.: 1¢; 4.: 1d. A PCR termékeket Banl
enzimmel emésztettiik.
5.3.2.6. HIS4 PCR-RFLP
Az els6é utddnemzedék elso teljes tetrad tagjainak elvégeztik a HIS4
PCR-RFLP analizisét, amit a 30. abran mutatunk be.
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800bp
700bp
600bp

30. abra Az els6 utédnemzedék egy teljes tetradjanak HI1S4 PCR-
RFLP analizise. 1.: F1 1a; 2.: 1b; 3.: 1¢; 4.: 1d. A PCR termékeket
Hindlll enzimmel emésztettiik.

A 30. abran jol lathat6 a tetradtagok egyontetli S. cerevisiae-szeri
mintdzata. Mig a hibrid esetén mindkét sziil6i mintazat megjelenik, az elsd

utdédnemzedék tagjainak egyike sem rendelkezik a S. uvarum sziil6tol

szarmazo vagatlan 2,1kb-nyi HIS4 fragmentummal.

5.3.2.7. YCLOO8c PCR-RFLP
Az els6é utodnemzedék elsé teljes tetradjanak YCLOOSc PCR-RFLP

analizisét a 31. abran mutatjuk be.

1 2 3 4

1,6kb  1,6kb
L,lkb  1,2kb

500bp
300bp

140bp

31. abra Az els6 utodnemzedék egy tetradjanak YCLOO8c PCR-RFLP
analizise. 1.: Fy1a; 2.: 1b; 3.: 1¢; 4.: 1d.
(a): EcoRV enzimmel valo emésztés; (b): Pstl enzimmel valdé emésztés.
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A 31. abrarol lathato, hogy a YCLO08c markeriink az elsd
utddnemzedék tagjaiban nem mutat egynemii mintazatot. A tetrad la és
1b tagjai hibrid mintdzatot mutatnak mindkét enzimmel valé emésztést
kovetden. A tetrad 1c és 1d tagjai azonban S. cerevisiae sziil6i mintazatot

mutatnak ugyancsak mindkét enzimes emésztés esetén.

5.3.2.8. URA3uva PCR
Az S. uvarum-ra tervezett URA3 primerekkel valo PCR reakciot az
elsdé utddnemzedék elsd teljes tetradja esetén is elvégeztik. A 32. abran

lathat6 az eredmény.

32. abra S. uvarum URA3 génjére tervezett primerekkel késziilt PCR
reakcid termékei az elsé utddnemzedék egy teljes tetradja esetén. 1.:
Fy1a;2.:1b; 3.: 1c; 4.: 1d.

A 32. abra alapjan tehat az elsé utdédnemzedék vizsgélt tetradjainak

mindegyike - akarcsak a hibrid - rendelkezik az m9 sziil6tdl kapott S

uvarum URA3 génnel.

5.3.2.9. URA3cer PCR
A S. cerevisiae-re tervezett URA3 primerekkel valo PCR reakciot az
elsd utdédnemzedék elso teljes tetradja esetén is elvégeztiik, az eredményt a

33. abran mutatjuk be.
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33. abra S. cerevisiae URA3 génjére tervezett primerekkel késziilt PCR-
reakcio termékek az elsé utddnemzedék egy teljes tetradjan. 1.: Fy 1a; 2.:
1b; 3.: 1¢; 4.: 1d.

A 33. abra szerint az els6 utddnemzedék vizsgalt tagjainak

mindegyike rendelkezik a S. cerevisiae sziild URA3 génjével is.

5.3.2.10. MET10 PCR

Az elsé utodnemzedék elsd teljes tetradjan elvégeztik a METI0 gén
kevert primerekkel valo PCR analizisét. A 34. abran bemutatott
tetradtagok latvanyos szegregaciot mutatnak erre a markerre nézve: az la
¢s 1b tetrdd tagok csupan a S. cerevisiae szilé METI0 génjével
rendelkezik, a tetrad 1c és 1d tagjai a hibridhez hasonléan mindkét sziil6i

génnel rendelkeznek.

1,7kb

1,1kb

34. abra Az els6é utdédnemzedék egy teljes tetradjanak MET10 PCR
analizise 1.: F1 1a: 2.: 1h: 3.: 1¢e: 4.: 1d.
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5.3.3. A masodik utbdnemzedék vizsgélata

Az els6 utdodnemzedék sporatagjainak sporaztatdsaval nyertiik a
masodik utdédnemzedéket. Az 1c spoératagot jol spordzd képessége miatt
valasztottuk és sporaztatdsaval nyertiik a masodik utédnemzedéket,

melynek részletes vizsgalatat ebben a fejezetben targyaljuk.

5.3.3.1. Novekedési és fermentacios tesztek a masodik
utédnemzedéken

A masodik utodnemzedék sporatagjainak életképessége 96% volt, 16%
volt a hdromsporas aszkuszok ardnya a tetrasporas aszkuszoké pedig 84%.
A novekedési és fermentacios vizsgalatokat a 11. tablazat tartalmazza.
Valamennyi utoéd egyontetiien leucin auxotrof volt, novekedett 37°C-on és

a sporazé képesség 75% volt.

12. tablazat A masodik utodnemzedék sporatagjainak ndvekedési és
fermentacios vizsgalata.

novekedés fermentacio

SMA 37°C mel  malt gal 'spérézésA

T, 100% Tou (007 mvaiedis - e
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5.3.3.2. CHEF elektrokariotipizalas és Y’-proba
A masodik utddnemzedék tagjai koziil kivalasztottunk két teljes

tetradot, melyek elektrokariogramjat és Y’ Southern hibridizacidjat a 35.

abran mutatjuk be.

35. abra. A masodik utédnemzedék két teljes tetradjanak pulzald erdteri
gélelektroforéise (a) és Y’ Southern hibridizacioja (b). 1.: F, 4a; 2.: 4b; 3.: 4¢; 4.:
4d; 5.: 6a; 6.: 6b; 7.: 6¢; 8.: 6d. Az clektrokariogramon az 1. és 2. szamu nyil
kromoszoma-atrendezddésre mutat. Egy plusz kromoszomara mutat az abran a
csillag, a szaggatott fliggdleges vonallal pedig a nagyobb kromoszémak
mérettartomanyaban lathaté atrendezédésekre utalunk. Az elektrokariogramrol
késziilt membranon a piros és kék haromszdgekkel, illetve a szaggatott
vonalakkal ijonnan megjelend hibridizacios savokra mutatunk.

A 35. abra (a) része a masodik utdédnemzedék 4-es €s 6-os teljes
tetradjanak elektrokariogramjat mutatja be. A 4-es tetrdd tagjainak
elektrokariogramja elég egységes képet mutat, a piros szaggatott vonallal
jelolt kromoszoma-régiot kivéve. Itt a 4a és 4d tetrad tagoknal a 11.-12.
kromoszomak méretei egymashoz hasonldbbak, ezért egyiitt futnak, amit a
képen az erdsebb fényes sav jelol. Ugyanezek a kromoszoméak a 4b-4c

tetrdd tagjaindl szépen elvalnak. A 6-os tetrad tagjai kozott sokkal
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szinesebb a polimorfizmus: az 1. nyil egy szabalyos szegregacids
kromoszdémaatrendezddést jeldl a 6. kromoszoma esetében, ami a 6b és 6d
(1. nyil erre mutat) esetén az 5. kromoszoméhoz kozel helyezkedik el.
Ugyanez a kromoszoma a 6a és 6c¢ tetrdd tagok esetén a 7.
kromoszomahoz all koézelebb (2. nyil jeldli): hosszabb, mint az elébb
emlitett 6b és 6d esetében. Emellett a szabalyosnak tlind atrendezddés
mellett a 6-os tetrdad b tagja a tobbi spérataghoz, illetve a 4. tetrad
tagjathoz képest egy plusz kromoszémaval is rendelkezik (csillaggal
jelolve). Ugyancsak szines képet mutat az elektrokariogramrol késziilt
membran Y’ proba hibridizacidja is. A 4. tetrad tagjai kozott szabalyos
szegregacid figyelheté meg a piros A-gel jelolt szaggatott vonal menti
kromoszoma-régioban. 4a ¢és 4d tetrad tagok esetén a legkisebb
kromoszomak régidjaban a jeloloédések egyforman a 2., 3., 4.
kromoszéméakon vannak. A 4c¢ és 4b tetrad tagoknal a kozépsd sav (3.
kromoszdma) helyett a legkisebb kromoszoma telomerjén tortént a jelolt
Y’ fragmenttel hibridizacié. A masik szaggatott vonal (¥ -gel jeldlve) a
tetrad tagokon beliili eltérésére hivja fel a figyelmet, ami szintén
kromoszéma atrendezddés kovetkezménye is lehet. A 6-os tetrad tagjai
kozott az eldbbi 4-es tetradra leirt (piros szaggatott vonallal és A -gel
jellemzd, itt valamennyi tetrad tag legkisebb kromoszomaja és a kdzépso
kromoszoma is jelolodott. Azonban a kozepes kromoszoma-méret
tartomanyban (kék szaggatott vonal és A jeldli) a 6. kromoszdma esetén
lathatunk szabalyos atrendezddést: a tetrdd a és c¢ tagjainak ezen a

kromoszoman van jeloldédése, mig a b és d tetradtagok 6-os kromoszémaja

crer
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és V-gel jelolve) is jelolddés intenzitds-beli kiilonbséget lathatunk, ami

ugyancsak utalhat kromoszoma atrendezddésekre is.

5.3.3.3. MET2 PCR-RFLP

A masodik utédnemzedék két teljes tetradjan is elvégeztik a MET?2
PCR-RFLP analizist, amelyet a 36. abran mutatunk be. Az 4bran lathato,
hogy minden egyes tetrad tag mindkét emésztést tekintve a hibrid

mintazataval rendelkezik: egyszerre van jelen mindkét sziil6i MET2 gén.

1 23 4 5 67 8 1 23 4 56 7 8

T

- b

580bp ' 580bp
365bp | 369bp
215bp M 219bp

36. abra A masodik utédnemzedék két teljes tetradjanak MET2 PCR-
RFLP analizise. 1.: F, 4a; 2.: 4b; 3.: 4¢; 4.: 4d; 5.: 6a; 6.: 6b; 7.: 6¢; 8.: 6d;
(a) Pstl enzimmel valoé emésztés; (b) EcoRI enzimmel valé emésztés.

5.3.3.4. ITS1-5,8S rDNS-1TS2 PCR-RFLP

A masodik utodnemzedéken elvégzett ITS/ PCR-RFLP sem mutat
teljesen egységes képet a vizsgalt 6. tetrdd tagjai kozott. A 37. abran
lathatjuk, hogy a 6¢ tetrdd tag nem ugyanazzal a hibrid mintdzattal
rendelkezik, mint a tetrad tobbi tagja és nem az egyik sziiléhdz hasonldéan
kevesebb vagohellyel rendelkezik, hanem egy ujabb vagohely jelenik meg,
ami egy kb. 400bp-nyi ujabb fragmentet eredményez (nyillal jeldlve).
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490bp
320bp
225bp

180bp
145bp

37. abra A masodik utdédnemzedék egy vizsgalt teljes tetradjanak /7.51-
5,8S rDNS-/7S2 PCR-RFLP analizise. 1.: F, 6a; 2.: 6b; 3.: 6c¢; 4.: 6d.

5.3.3.5. HIS4 PCR-RFLP

A masodik utddnemzedék tagjain elvégzett HIS4 PCR-RFLP analizis a
tetrad tagok kozott egyforma fragment-hossz mintazatot mutat (a 38.
abran mutatjuk be). A mintdzat pedig megegyezik a 10-170 sziild, illetve

az Fy generacié mintazataval, egyik sem hasonld a hibridre.

800bp
700bp
600bp

38. abra A masodik utdédnemzedék vizsgalt tetradjanak HIS4 PCR-RFLP
analizise. 1.: F, 6a; 2.: 6b; 3.: 6¢; 4.: 6d.

5.3.3.6. YCLOOSc PCR-RFLP
A masodik utédnemzedék YCLOO8c PCR-RFLP analizisét a 39. abran
mutatjuk be. A masodik utdédnemzedék YCLOOSc PCR-RFLP analizise
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soran megint csak egyontetiien S. cerevisiae sziil6tol kapott gént talaltunk

a 6. tetrad tagjai kozott

1,6kb

39. abra A masodik utddnemzedék egy teljes tetradjanak YCL0OOSc PCR-
RFLP analizise. 1.: F, 6a; 2.: 6b; 3.: 6c; 4.: 6d. (a) EcoRV; (b) Pstl emésztés.

5.3.3.7. URA3uva PCR
A masodik utédnemzedék vizsgalt tetradjanak tagjai a hibridhez
hasonléan rendelkeznek a S. uvarum sziilétdl kapott URA3 génnel. PCR

termékiiket a 40. abran mutatjuk be.

- Y

40. abra S. uvarum URA3 génjére tervezett primerekkel készitett PCR-
reakcio termékek a masodik utddnemzedék tetradjan. 1.: F, 6a; 2.: 6b; 3.:
6¢; 4.: 6d.

5.3.3.8. URA3cer PCR
A masodik utédnemzedék vizsgalt tetrddjanak tagjai a hibridhez
hasonl6an rendelkeznek a S. cerevisiae sziilotol kapott URA3 génnel is.

PCR termékiiket a 41. abran mutatjuk be.
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~900bp

41. abra S. cerevisiae URA3 génjére tervezett primerekkel készitett
PCR-reakcio termékek a masodik utddnemzedék tetradjan. 1.: F, 6a; 2.:
6b; 3.: 6¢; 4.: 6d.

5.3.3.9. MET10PCR

A masodik generacio vizsgalt tetradja esetén a MET10 PCR termékek
minden esetben hibrid-szertiek: a két sziilé 1,7kb-nyi és 1,1kb-nyi DNS-ét
egyarant tartalmazzak (42. abra)

1,7kb
1,1kb

42. abra A masodik utédnemzedék vizsgalt tetradjanak MET10 PCR-
reakcio termékei. 1.: F, 6a; 2.: 6b; 3.: 6¢; 4.: 6d.

5.3.4. A harmadik és negyedik utédnemzedék vizsgalata
A harmadik utédnemzedéket a masodik utdédnemzedék 6a
sporatagjabol szarmaztattuk, a negyedik utdodnemzedéket pedig a

harmadik nemzedék 1b sporatagjabol.
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5.3.4.1. Novekedési és fermentacios tesztek a harmadik és negyedik
nemzedéken

A harmadik és negyedik utdédnemzedék tetrad tagjai tovabbra is magas
spora életképességlick voltak. Harmadik generacio: 100% spoéra
¢letképesség; 100% leucin auxotréf; mindegyik ndé 37°C-on, spdrazéd
képesség: 75%. Negyedik generacio: 95% életképesség; 100% leucin
auxotroéf; mindegyik ndé 37°C-on; spérazd képesség: 91%. Az

eredményeket a 12. és 13. tablazatban foglaltuk ossze.

12. tablazat Novekedési és fermentacios tesztek és sporazo képességi
vizsgalatok 0sszefoglaldja a harmadik utédnemzedéken.

T T
B e S T B T
F; | 100%leu- | 100% novekedés — +  + |+ 5%

13. tablazat Novekedési és fermentacios tesztek és sporazo képességi
vizsgalatok 0sszefoglaldja a negyedik utodnemzedékben.

novekedés

SV — 7 md gal sporazis
F4 T00% oo | 100% mvekedes e ST

5.3.4.2. CHEF elektrokariotipizalas és Y’-proba

A harmadik és negyedik utédnemzedék elektrokariogramjat a 43. és
44. abrakon mutatjuk be. A 43. abra (a) részén lathat6 elektrokariogram
egységes kariotipust tetrad tagokat mutat be. Leszadmitva, hogy az 1la
tetrad tag mintdja nagyobb mennyiségli DNS-t tartalmaz, a kromoszomak
méretei teljesen egyformdnak tlinnek. Az é&bra (b) része sem mutat

egyetlen kromoszoma-atrendezddésre utald sav mintazatbeli valtozast
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sem. A negyedik generacid vizsgalt tetradjanak elektrokariogramja is

egységes képet (44. abra) mutat, err6l azonban nem késziilt Southern blot.

43. abra A harmadik utédnemzedék egy tetradjanak pulzald erdtert
gélelektroforézissel készitett elektrokariogramja (a) és Y’ Southern
hibridizacidja (b) 1.: F5 1a; 2.: 1b; 3.: 1¢; 4.: 1d.

44. abra A negyedik generacid egy tetradjanak pulzaldé erdterti
gélelektroforézissel készitett elektrokariogramja. 1.: F4 1a; 2.: 1b; 3.: 1¢;
4.:1d.
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5.3.4.3. MET2 PCR-RFLP

A harmadik és negyedik utddnemzedék egy-egy teljes tetradjan is
elvégeztik a MET2 PCR-RFLP analizist, amelyet a 45. dbran mutatunk
be. Az abran megint csak az lathatd, hogy minden egyes tetrad tag
mindkét emésztést tekintve a hibrid mintazataval rendelkezik: egyszerre

van jelen mindkét sziiléi MET2 gén.

12 34 5 6 7 8 123 4 56 78

580bp
365bp

215bp

45. abra A harmadik és negyedik generacio tetradjainak MET2 PCR-
RFLP analizise. 1.: F3 1a; 2.: 1b; 3.: 1¢c; 4.: 1d; 5.: F4 1a; 6.: 1b; 7.: 1c¢;
8.: 1d. (a) EcoRI emésztés, (b) Pstl emésztés.

5.3.4.4. 1TS1-5,8S rDNS-ITS2 PCR-RFLP

A harmadik és negyedik utdédnemzedéken elvégzett /7.57-5,8S rDNS-
ITS2 PCR-RFLP mar teljesen egységes képet mutat a vizsgalt tetradok
tagjai kozott. A 46. abran lathatd, hogy mind a harmadik, mind a
negyedik utédnemzedék tetrad tagjai a hibridhez hasonlé - mindkét

szlilére jellemzd - mintazattal, mindkét sziild6 DNS-ével rendelkezik.

145bp

46. abra A harmadik és negyedik utédnemzedék /7.51-5,8S rDNS-ITS?2
PCR-RFLP analizise. 1.: F31a; 2.: 1b; 3.: 1¢; 4.: 1d; 5.: F4 1a; 6.: 1b; 7.
1c; 8.: 1d;

5.3.4.5. HIS4 PCR-RFLP
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A harmadik ¢és negyedik utodnemzedék tagjain elvégzett HIS4 PCR-
RFLP analizis (47. abra) szintén egyforma fragment-hossz mintdzatot
mutat a tetrad tagok kozott. A kapott fragmentek hossza pedig megegyezik
a 10-170 sziildre, illetve az F; generacid tagjaira jellemzd fragment

hosszokkal. Egyik sem hasonl6 a hibridre.

47. abra A harmadik ¢és negyedik generacio két tetradjanak HIS4
PCR-RFLP analizise. 1.: F3 1a; 2.: 1b; 3.: 1¢; 4.: 1d; 5.: F4 1a; 6.: 1b;
7.:1¢; 8.: 1d.
5.3.4.6. YCLOO8c PCR-RFLP
A harmadik ¢és negyedik utdédnemzedék YCL0OSc PCR-RFLP
analizisét a 48. abran mutatjuk be. A vizsgalt utddnemzedékek tetradjai
esetében a YCLOOS8c PCR-RFLP analizise soran megint csak egyontetiien

S. cerevisiae sziil6tol kapott gént talaltunk.

1 2 3 45 6 7 8 1 23 4 5 6 7 8F%

1,1kb

500bp

48. abra A harmadik és negyedik utddnemzedék két tetradjanak YCLOOSc
PCR-RFLP analizise. 1.: F31a; 2.: 1b; 3.: 1¢; 4.: 1d; 5.: F4 1a; 6.: 1b; 7.
1c; 8.: 1d. (a) EcoRV; (b) Pstl emésztés.
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5.3.4.7. URA3uva PCR
A harmadik és negyedik utddnemzedék vizsgalt tetradjanak tagjai a
hibridhez hasonléan rendelkeznek a S. uvarum sziil6tdl kapott URA3

génnel. PCR termékiiket a 49. abran mutatjuk be.

810bp

49. abra S. uvarum URA3 génjére tervezett primerekkel készitett PCR. 1.:
Fsz1a;2.:1b;3.:1c; 4.: 1d; 5.: F41a; 6.: 1b; 7.: 1¢; 8.: 1d.

5.3.4.8. URA3cer PCR
A harmadik és negyedik utddnemzedék vizsgalt tetradjanak tagjai a
hibridhez hasonldéan rendelkeznek a S. cerevisiae sziil6tol kapott URA3

génnel is. PCR termékiiket a 50. abran mutatjuk be.

900bp

50. abra S. cerevisiae URA3 génjére tervezett primerekkel készitett PCR.
1.:F31a;2.:1b; 3.: 1c;4.:1d; 5.: F4 1a; 6.: 1b; 7.: 1c; 8.: 1d.

5.3.4.9. MET10PCR
A harmadik ¢és negyedik generaci6 vizsgalt tetradjai esetén is minden
esetben hibrid-szerli mintazatot kaptunk a METI0 PCR analizisre. (51.

abra).
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51. abra A harmadik és negyedik generaci6 vizsgalt tetradjainak MET0 PCR
termékei. 1.: F3 1a; 2.: 1b; 3.: 1¢; 4.: 1d; 5.: F4 1a; 6.: 1b; 7.: 1¢; 8.: 1d.

5.4. A vizsgilt utddnemzedékek osszehasonlitisa

5.4.1. Novekedési és fermentacios tesztek.

novekedési tesztjeinek 0sszehasonlitasa lathato.

15. tablazat Novekedési és fermentacios tesztek 6sszehasonlito tablazata

10-170

m9

F4

hibrid

novekedés

SMA

leu-
prototrof

ura-

46% prototrof: 54% leu’

100% leu
100% leu”
100% leu”

37°C

—+

© 100% névekedés
© 100% novekedés
~ 100% novekedés

100% novekedés

fermentacio
mel | malt
- +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

gal

+ + o+ |+ o+ o+

A 15. tablazatban a sziildk, a hibrid és a vizsgalt utdédnemzedékek

sporazas

50%

80%

67%

75%

75%

91%

A prototrof hibrid elsé utddnemzedékében a 10-170 S. cerevisiae

auxotrof markere 54%-ban kifejezddik. Az ezt kovetd utdédnemzedékek az

1c leu auxotrof utddai, €s egyontetiien leu” auxotréf is valamennyi. A

hibrid novekedik 37°C-on, akdr csak a 10-170 sziild, és valamennyi
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utodnemzedék tagjai is novekszenek a szelektiv hémérsékleten. Az
utddnemzedékek fermenticidos vizsgalatai a hibridre hasonlitanak:
melibiozt, maltézt és galaktézt egyarant fermentdl minden utéod. A
sporaképzés hatékonysaga és az életképes sporak ardnya a ndovekedést
mutat az egymast kovetd generaciok soran.

Fontos megjegyezni, hogy eredményeink nem 4altalanos jellegliek: ha
az Fo-t nem az F; 1c¢ sporajabol izoldljuk, hanem egy masik, példaul egy
prototrof  klonbol, akkor az utdodok kozott sem valdszind, hogy az F
generacioban tortént eredetileg S. wuvarum kromoszomavesztéssel jard

auxotrofia ilyen mértékben jelenik meg.

5.4.2. CHEF elektrokariotipizalas és Y’ -proba

A keresztezésbe vitt 10-170 és m9 sziilok kromoszoma szdmainak
koriilbeliili  Osszege figyelheté meg a hibridnél, amely 20-22
megszamolhatd kromoszémaval rendelkezik (11. dbra). Az elsd
utdédnemzedék tagjai a hibrid sporaztatasaval jottek létre. A hibrid és a
beldle szarmaztatott utodnemzedékek elektrokariogramjainak
Osszehasonlitasat a kozepes és kis méretll kromoszoémak mintézatai
alapjan végeztiik el. (A nagy méretli kromoszomak 6sszehasonlitasa végett
tobb, kiilonboz6 futtatasi paraméterrel kell dolgozni. Ilyen eredményeket a
dolgozat nem tartalmaz.) Az F; lc¢ tetrad tag (amelybdl a madasodik
utodnemzedék szadrmaztatott) és a hibrid kariotipusanak Osszehasonlitasa
soran a harmadik legkisebb kromoszdma hianya tiinik fel (52. abran piros
csillaggal jelolve). Az F; 1le és a kovetkezd nemzedékbeli 6a
kariotipusanak Osszehasonlitdsa soran a 7. kromoszoma elhelyezkedése
mutat kisebb valtozast: az F, 6a esetében nagyobb méretii, mint az F; 1¢
illetve a hibrid esetén volt (52. abran sarga csillaggal jelolve). Ez az

allapot marad fenn a kovetkezd generacioé F; 1b tagja esetén is, azaz ijabb
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kromoszéma mintazat-beli atrendezédés nem figyelhetd meg. Ujabb

atrendezddést a negyedik generacid 1a tagjaban sem latunk.

52. abra Pulzalo er6terii gélelektroforézissel készitett elektrokariogramok
0sszehasonlitasa. 1.: hibrid; 2.: F;1¢; 3.: F, 6a; 4.: F5 1b; 5.: F4 1a.

A Southern hibridiz4cios analizis hasonl6 eredményeket produkalt. Az
elsé utddnemzedékben megjelenik egy 0j sdv a negyedik kromoszomat
jelolve (53. 4abra) ¢és jelolt marad a masodik és harmadik
utodnemzedékben is. A masodik utédnemzedékben a kozepes
kromoszémak mérettartomanyaban van jelentds atrendezddés: az eredeti 3
sav helyett 5 sav jelenik meg a 6.-10. kromoszoémdak tajan. Ez az
atrendez6dés (abran kapcsos zarojellel jelolve) szintén megmarad az
eldobbi 1) sav megjelenésével egyiitt, és nem is valtozik a harmadik
generacidban sem.

Természetesen itt is meg kell jegyezniink, hogy nem altalanosithatéak
az eredményeink. A kiragadott elektrokariogramok csak az altalunk
vizsgalt F;, F,, F3 és F4 reprezentans képviseldi, illetve a kovetkezo
generacid elddei. Mas sporaklonok sporaztatdsaval és azokbol vald
utddnemzedék  izolaldsdval  lehetséges, hogy mas  mintdzath

elektrokariogramokat kapnank, mas kromoszoma-atrendezddésekkel.
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53. abra Y’ telomer szekvencidval kapott Southern hibridizacios
mintazatok Osszehasonlitasa néhany kivalasztott klonnal. 1.: hibrid; 2.: Fy
1c; 3.: F, 6a; 4.: F3 1b. A * ¢s a kapcsos zardjel Gjonnan megjelend
hibridizacids savokat jeldl.
5.4.3. Molekularis markerek a kiillonb6z6 kromoszéméakon (PCR,
PCR-RFLP)

-MET2 PCR-RFLP
A IV. kromoszémén 1évé MET?2 gén eredetére vonatkozo PCR-RFLP

analizis eredményei szerint a hibrid és minden vizsgalt utdédnemzedékbeli
tetrad tag rendelkezik mindkét sziild génjével.

-1TS1-5.8S rDNS-/TS2 PCR-RFLP

A XII. kromoszoman elhelyezkedd, molekularis markerként hasznalt
ITS1-5,8S rDNS-ITS2 esetén a PCR-RFLP analizis soran a S. cerevisiae
eredeti DNS mindenhol megvan; az els6 utédnemzedék la spodratagja
csak ezzel rendelkezik, a masodik utédnemzedék 2¢ tagja pedig egy plusz
- egyik sziilére sem jellemz6 - vagohellyel is. A tobbi klon hibrid-szeri
mintazatot mutat: mindkét sziildi eredetii DNS jelen van benniik.

-NTS2 PCR-RFLP
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A XII. kromoszéman a ribotipizaldshoz hasznalt masik szekvenciat
csupan a hibrid és az elsé utddnemzedék esetében hasznaltuk. A hibrid és
az els6é utdodnemzedék valamennyi vizsgélt tagja esetén mindkét sziiléi
eredetli szekvenciat kimutattuk.

-HIS4 PCR-RFLP

A TII. kromoszéman talalhatdo HIS4 gén szintén mindkét sziil6tdl jelen
van a hibrid esetében. Az utdédokban azonban kivétel nélkil csak a S.
cerevisiae-eredetll DNS-t tudtuk kimutatni.

-YCL00O8c PCR-RFLP

A szintén a III. kromoszéman talalhatdé YCLO0OSc molekularis analizise
érdekes eredményt hozott. A hibrid mindkét sziil6 DNS-ével rendelkezik,
az utdédok kozott azonban csak az elsé utdédnemzedék la-1b spora tagjai
rendelkeznek hibrid-jellegi kevert DNS-sel. A tetrad tobbi tagja és a
tovabbi utodnemzedékek tagjai is csakis a S. cerevisiae eredetli DNS-sel
rendelkeznek.

-METI10 PCR

A TV. kromoszoma METI0 molekularis marker vizsgalata wjabb
variaciot hozott: az els6 utddnemzedék 1a-1b spodratagjai csak S.
cerevisiae eredetli génnel rendelkeznek, mind az le-1d, mind a tovabbi
utdédnemzedékek vizsgalt tagjai hibrid-szertien mindkét DNS-sel birnak.

-URA3uva PCR és URA3cer PCR

A S. uvarum eredetli mutans ura3” és a S. cerevisiae eredetli vad URA3
allél is jelen van mind a hibridben, mind a kdvetkezd generaciok

valamennyi vizsgalt tagjaban.
A Dbemutatott, vizsgalt molekularis markereink esetén kapott S.

cerevisiae-re vagy a hibridre jellemz6, mindkét sziild szekvencidjanak

jelenléte és a szegregaciojuk nem altalanosithatd eredmények.
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Az egyes generaciokbol mindig csak egy-egy sporaklont ragadtunk ki,
melybdl a kovetkezd generaciot izolaltuk. Valdszinii, hogy a dolgozatban
bemutatott eredményektdl eltérd eredményeket is kaphattunk volna, ha
egy generaciobol tobb, akar valamennyi spéraklonbol izoldltunk volna
kovetkezd generaciokat. Ennek kivitelezése azonban nagyon iddigényes

lenne és til nytlna a doktori dolgozat keretein.
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16. tablazat A kiilonbozé PCR-RFLP mintazatok dsszefoglald dsszehasonlitasa.

Torzs illetve

MET2 PCR-RFLP

ITS1-5,8S rDNS-1TS2 PCR-RFLP

HIS4 PCR-RFLP

YCLO008c PCR-RFLP

MET10 PCR-RFLP

sporaklon | IV. kromoszoéma XII. kromoszéma III. kromoszoéma III. kromoszoéma IV. kromoszdéma
10-170 S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
hibrid hibrid hibrid hibrid hibrid hibrid

m9 S. uvarum S. uvarum S. uvarum S. uvarum S. uvarum

¥ 1la | hibrid | S. cerevisiae | S.cerevisiae | hibrid | S. cerevisiae
1b hibrid hibrid S. cerevisiae hibrid S. cerevisiae
1c hibrid hibrid S. cerevisiae S. cerevisiae hibrid
1d hibrid hibrid S. cerevisiae S. cerevisiae hibrid

F, 6 | hibrid | hibrid | S. cerevisiae | S. cerevisiae | hibrid
6b hibrid hibrid S. cerevisiae S. cerevisiae hibrid
6¢c hibrid rekombinans S. cerevisiae S. cerevisiae hibrid
6d hibrid hibrid S. cerevisiae S. cerevisiae hibrid

¥, 1la | hibrid | ] hibrid [ S. cerevisiae | | S. cerevisiae | hibrid
1b hibrid hibrid S. cerevisiae S. cerevisiae hibrid
1c hibrid hibrid S. cerevisiae S. cerevisiae hibrid
1d hibrid hibrid S. cerevisiae S. cerevisiae hibrid

F, 1a | hibrid | ] hibrid | S. cerevisiae | | S. cerevisiae | hibrid
1b hibrid hibrid S. cerevisiae S. cerevisiae hibrid
1c hibrid hibrid S. cerevisiae S. cerevisiae hibrid
1d hibrid hibrid S. cerevisiae S. cerevisiae hibrid




6. Eredmények megbeszélése

A Saccharomyces ’sensu stricto’ a Saccharomyces genuson beliil
egy viszonylag egységes, a genus tobbi tagjaitol jol elkiilonithetd
¢lesztok alkotta csoport. A taxon homogén mivolta valdsziniileg
annak koszonhetd, hogy tagjai késdbb valtak el egymastol az
evolici6 soran. A csoport tagjai morfologidjukban nagyon
hasonldak egymashoz, fiziologias jellegeik azonban egy fajon beliil
1S nagy szamu valtozékonysagot mutat. Kromoszoéma szamuk
jellemzden legalabb 16.

Az evolucid sordn egymastdl ,,nem olyan régen” elvalt ’sensu
stricto’ fajok kozott még nem alakult ki szigoru interspecifikus
barrier. A ’sensu stricto’ kiilon fajba sorolt tagjai ugyanis képesek
egymassal konjugélni, de az interspecifikus kromoszémaparosodas —
néhany ritka kivételtdl eltekintve - aneuploid genomot eredményez a
meidzis eredményeként kialakuld sporakban. Az igy 1étrejott
sporautodok ezért életképtelenek lesznek, a hibrid tehat steril.

A Saccharomycesek pulzalo erdterti gélelektroforézissel készitett
elektrokariogramjukon megfigyelhetd, fajra jellemzd kromoszdéma
mintazatuk a fajon belill is igen valtozatos képet mutat. Mégis
viszonylag biztonsaggal hasznalhatok a fajok kozotti elkiilonitésre.
Legkonnyebben a S. cerevisiae, S. bayanus és S. uvarum tdrzsek
identifikalhatok 1igy. A természetbdl izolalt Saccharomyces
interspecifikus hibridek is azonosithatok ezzel a technikaval, mivel
kromoszomaszamuk az eredeti 16-nal latvanyosan tobb.

Az ilyen, természetben talalt interspecifikus élesztOhibridek elég
ritkak és altaldban ezek is sterilek. Azonban leirtak mar fertilis

interspecifikus  hibridet is, amely nagyon valdészinli, hogy
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allotetraploid genommal rendelkezett, az altala képzett sporak pedig
allodiploidok lehettek. Ez az allapot mar Osszeegyeztethetd az
¢lettel.

Néhany mai ’sensu stricto’ csoportbeli €lesztd torzs kialakulasat
1s egy/vagy tobb egykori interspecifikus hibridizacids eseménnyel
magyarazzak. A S. pastorianus vagy a S. bayanus genomjaban
(mindkét torzset interspecifikus hibridként ismerjiik) egyarant
fellelhetok S. cerevisiaetdl és egy masik Saccharomyces éleszt6tol
szarmazo szekvenciak.

A Naumov, orosz kutatdo altal kidolgozott spora-spora
keresztezési technikat a csoporton beliili fajok kozotti elkiilonitésre,
illetve rokonsagi fokok megallapitdsara hasznaljak. A Naumov-féle
spora-spora keresztezés soran két kiilon fajnak feltételezett élesztd
sporait mikromanipulatorral egymashoz olyan kozel helyezik, hogy
kozottiik fizikai kontaktus legyen, majd néhany ora elteltével, ha
megtortént a zigota képzés, a kialakult zigotat sporaztatd taptalajra
helyezik at (Naumov, 1987). Ha nem egy fajhoz tartozik a két
keresztezett sporatag gyakori, hogy nem is torténik zigota képzés,
vagy ezutan sporaképzés. Ha a spdraképzést kovetd vizsgalatok
alapjan a szétvalasztott sporak életképeseknek bizonyulnak, akkor az
eredeti dogma szerint a keresztezésbe vitt két spora egyazon faj
torzseibdl szdrmazhat (Naumov, 1987).

A tanszékiink altal évek oOta vizsgalt tokaji borvidék természetes
botrytizalt mikroflorajaban néha taldlunk olyan élesztéket is, melyek
a taxonomiai tesztek alapjan nem illenek be a Saccharomyces ’sensu
stricto’ egyik fajaba sem. Alaposabb vizsgéalatuk sordn pedig ugy
tlinik, hogy valamely Saccharomyces fajok természetes hibridjével

allunk szemben. Sajat tapasztalataink és masok eredményei azt
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mutatjak, hogy az ilyen természetes hibrideknek a tobbsége nehezen,
vagy egyaltalin nem sporazik ami megneheziti genetikai
vizsgalatukat. Annak érdekben, hogy jobban atlathassuk az
interspecifikus keresztezédések genetikai és evolucios hatterét
laboratoriumban allitottunk elé néhany ilyen hibridet, mégpedig nem
a faji kritériumként is hasznalt spora-spora keresztezéssel (Naumov,
1987), hanem egy sokkal természetkozelibb technikaval, a mass-
matingnek nevezett médszerrel. Ennek a lényege, az, hogy a két faj
sejtjeit egyszerre oltjuk be folyékony tapkdzegbe, ahol szabadon
konjugélhatnak egymassal.

A mass-matingre alapuld keresztezésnél elengedhetetlen feltétel,
hogy legyen valamilyen szelekciés rendszer a  hibridek
identifikalasara a nem-konjugald sejtek kozott. Erre a célra olyan
genetikai markereket lehet felhaszndlni, amelyek valamilyen
érzékenységet, illetve tapanyagigényt okoznak. Ha a keresztez6do
torzsek markerei eltérnek egymastol, akkor a hibridjiik valoszintileg
nem lesz érzékeny, illetve nem fogja igényelni a kérdéses
tadpanyagot  (komplementacid).  Megprobaltunk  természetes
markereket talalni, vagyis olyan sajatsdgokat amelyek tekintetében a
keresztezendd torzsek eltérnek egymastol. Ilyen érzékenységi
vizsgalatot végeztiink a geneticinre, melyre a S. cerevisiae €s a S.
uvarum eltérd érzékenységet mutat. A S. cerevisiae tOrzsek
ellendllobbak, mig a S. wuvarum torzsek érzékenyebbek.
Hasonloképpen természetes markernek lehet tekinteni a 37°C-ra,
valamint a taptalaj vitamin hianyara vald érzékenységet (37°C-on a
S. uvarum nem nd; vitamin mentes taptalajon a S. cerevisiae nem

nd). A markerek szdmanak gyarapitasa érdekében mutagenizaltuk is
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a S. uvarum torzset, amivel auxotrofiat hoztunk létre benne. A S.
cerevisiae partnerben mar volt egy masik auxotrofia.

A dolgozatban bemutatott egyetlen, mass-matinggel késziilt
keresztezéshez egy Tokajbol izolalt S. wvarum (éltalunk wra3
auxotrofiaval ellatott) torzset kereszteztliink egy laboratoriumi leu2
S. cerevisiae torzzsel. A keresztezett S. cerevisiae haploid genommal
rendelkezett. Erdekes sajatsaga volt, hogy a IV. kromoszémajanak
megfeleld sav nem jelent meg a kariogramjan. A jelenség mogott
feltehetéleg valamilyen kromoszoma-atrendezédés allhat. A S.
uvarum torzsiink homotallikus diploid volt. Az altaluk kialakitott
hibrid minimal taptalajon és 37°C-on novekedett (37°C-on a S.
uvarum nem ndé [Walsh és Martin, 1977]) valamint melibidzt
fermentalt (ami a S. uvarum fajra jellemz6 [Vaughan Martini és
Martini, 1998]). Molekularis elemzése soran kideriilt, hogy 20-22
megszamlalhatd kromoszoméval és mindkét sziilé MET2-, ITSI-,
HIS4- és YCL0O0OSc; PCR-RFLP mintazataval rendelkezett. Ezen
kiviil kimutattuk benne mindkét sziilld6 METI0 génjét, és URA3
génjét. A S. cerevisiae specifikus Y’ telomer-proba analizise
kimutatta a hibridben a 10-170 S. cerevisiae-t6l kapott
kromoszoémak jelenlétét. Mindezek alapjan elmondhat6, hogy a
hibrid nagy valdsziniiséggel tartalmazza mindkét faj nuklearis
genomjat. Ezt a konkliziot erdsitette meg az is, hogy a prototrof
hibridben megtalaltuk a S. uvarum szil6 ura3” mutans alléljanak,
valamint a S. cerevisiae szll6 leu2 mutans alléljanak szekvencijat.

Meglepddve tapasztaltuk viszont, hogy a 10-170 S. cerevisiae
egy kromoszémajan (II1) nem visel Y’ telomer szekvenciakat, holott
a S. cerevisiae-re jellemzbéen valamennyi kromoszoéméajan ki kellene

tudnunk mutatni a szekvencidk meglétét (Jager és Philipsen, 1989;
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Louis és mtsi., 1994; Codon és mtsi., 1997). Valosziniileg a 10-170
ezt a kromoszomajat egy nem-cerevisiae Ostol 6rokolte, példaul
éppen egy uvarum-tol.

A hibrid mitokondridlis DNS-e a 10-170 S. cerevisiae sziil6tdl
szarmazott. Ennek alapjan ugy tlinik, hogy a genom
extrakromoszomalis részére nézve nem kovetkezett be hibridizacio.
Természetesen nem zarhatd ki az a lehetéség sem, hogy a zigota
még tartalmazta mindkét faj mitokondriadlis DNS-ét, de a vegetativ
szaporodas soran szegregacid kovetkezett be. Ha ezt feltételezziik,
akkor azt is fel kell tételezniink, hogy azok a szegregénsok lehettek
sikeresebbek, amelyekben a S. cerevisiae mitokondriuma maradt
fenn.

A természetbdl izolalt és a Naumov-féle spora-spora keresztezési
modszerrel eldallitott interspecifikus hibridekkel ellentétben az
altalunk izolalt hibrid nagyon jol spérazott (50%), és — ami még
kivételesebb jelenség — a kapott sporakra magas spora-életképesség
(70%!) volt jellemzd. Ezekbdl a sporakbol képzodott klonok (Fy)
pedig ugyancsak jol sporaztak igy eldallithattuk a kovetkezd
utdédnemzedéket (F,), majd az azt kdvetot (F3) is az el6z6 nemzedék
sporaztatasaval, és igy tovabb, egészen a negyedik (F4) generécioig.
Ahhoz azonban, hogy ilyen magas ardnyban kapjunk életképes
sporakat a keresztezésbe vitt 10-170 S. cerevisiae-nek és az m9 S.
uvarum-nak a zigotaképzése eldtt, vagy alatt egy teljes genom-
duplikaciot kellett ,,csinalnia”, ugyanis csak igy magyarazhato, a
meiozis elsd profazisdban bekovetkezett kromoszdéma-parosodas,
ami nélkiil a meidzis nem tud végbe menni. Ha elmarad a meiozis,
vagy abnormadlisan jatszodik le, akkor vagy nem képzddnek sporak,

vagy életképtelen genommal jonnek 1étre (de Barros Lopez és mitsi.,
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2002; Delneri és mtsi., 2003; Fisher és mtsi., 2000; Marioni és mtsi.,
1999; Masneuf és mtsi., 1998; Naumov, 1987; Zambonelli és mtsi.,
1997;). Esetlinkben a sporak életképesek voltak, azaz a zigota és a
beldle kifejlédott hibrid ploiditdsanak szintje 2n-nél magasabb
lehetett. Nagy valdszinliséggel allotetraploid. Feltételezésiinket
megerdsitette az 1dokozben megjelent kozlemény, amelyben
Sebastiani és mtsi. (2002) életképes fertilis sporakat képzod
interspecifikus hibridrél szamol be. Feltételezésiik szerint a hibrid
allotetraploid volt.

Az allotetraploidnak feltételezett hibridiink genomjanak analizise
érdekében elvégeztiik négy utdodgeneracid genetikai és molekularis

elemzését.

A 10-170 x m9 hibridbdl izolalt F; generacid tagjai tovabbra is
novekedtek 37°C-on, és melibiéz fermenticids vizsgélatuk is a
hibridhez hasonléan pozitiv volt. A geneticin érzékenység 2:2
szegregacidt mutatott, ami az 6roklodés monogénes jellegére utal.
Minimal taptalajon az auxotrof markerek szegregéaciojat illetéen a S.
cerevisiae leu2 szintén szabalyosan, ~50%-ban jelenik meg. E két
jelleg 2:2-es szegregacioja arra utal, hogy esetilkben szétvalnak a S.
cerevisiae €s a S. uvarum génjei a meiozis soran. Ezzel szemben a S.
uvarum ura3” markere nem jelenik meg az F; spordkban. Torténik ez
annak ellenére, hogy a hibridben sikeriilt kimutatnunk a S. uvarum
ura3” alléljének a jelenlétét. Kovetkezésképpen az URA3 szintjén
nem valik szét a két faj genomja. Tehat szabalyos szegregaciorol
vagy korai testvér kromatid szeparaciorol (PSSC) nem beszélhetiink
(54. abra). Mindkét esetben kellene ura3” sporanak képzddnie. A S.

uvarum ura3” markere a késobbi generacidkban sem keriil el6, ezért
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az 1. tipust non-diszjunkcidé sem lehet magyarazat az ura3” jelleg
hianyéra az F, spordkban. Az I. tipust non-diszjunkci6 (54. abra C)
esetiinkben csak akkor allhatna fenn, ha a S. cerevisiae genomja
egyszer zigodtaképzés eldtt még megduplazodna, ¢és ekként
keriilhetne S. cerevisiae marker az 4dbra két iires négyzetébe. gy 2 S.
cerevisiae : 2 hibrid szegregaciot kapnank, amit egyébként az elsd
utdédnemzedék esetén az auxotrofia : prototrofia ardnyoknal és
néhany molekularis markernél is megfigyelhetiink (Isd. késobb).
Ezek kozott a szegregaciok kozott azonban nem talaltunk
Osszefliggést. Molekularis elemzéseink alkalmaval nem sikeriilt
egyetlen esetben sem kizardlag S. wuvarum szilére jellemzd
mintazatot kapni, még az utdédnemzedékek vizsgalata soran tobbszor
is akadtunk csakis S. cerevisiae eredeti DNS-re. Erre egyel6re nem
tudunk bizonyithaté magyarazatot adni.

Az els0 utdodnemzedék tagjainak elektrokariogramjai - a
hibridhez hasonléan - még rendelkeznek a két sziil6 Osszeadott
kromoszomaival, sejtetve, hogy a hibrid allotetraploid lehet. Ezek az
F, spork és klonjaik tehat maguk is alloploidok. Erdekes viszont,
hogy kisebb atrendezddések megfigyelheték benniik. Szabalyos, 2:2
szegregacioban a harmadik legkisebb kromoszéma hianya a 7.
kromoszoma jelenlétével parosul, mig a tetrdd masik két tagjaban a
harmadik legkisebb kromoszoma megléte parosul a 7. kromoszéma
hianyaval. (A kromoszomdk szamozdsit az utdédnemzedékek
esetében a hibrid lathatd kromoszomai szerint végeztiik, a legkisebb
kromoszomatoél a legnagyobb felé.) Az elsé utodnemzedék tagjainak
harmadik  kromoszoémaja  egyébként S.  wvarum  eredeti.
Elképzelhetd, hogy a sikeres kromoszoma-parosodasban is szerepe

lehet ennek az atrendezédésnek (A dolgozatban nem bemutatott
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eredményeink szerint mas S. cerevisiae-vel parositott m9 S. uvarum
keresztezések esetén a kapott spora-életképesség mindig 10% alatti
volt). A vizsgalt tetrddok koziil leu2” fenotipust észleltiink ott, ahol
ez a kis kromoszoma hianyzott. Tehat ez a kromoszéma hordozza a

S. uvarum LEU?2 génjét, ami a hibridben komplementélni tudta a S.

crer

S uvarum

A B / sziil6to]
ih ih kromoszma
| ; | S isi
i H |t tH kromoszoma

|

|
T || LT

54. abra Szegregaciok tipusai: A: szabalyos szegregacio; B: korai testvér
kromatid szeparacio (a meidzis-1. soran); C: 1. tipust non-diszjunkcio (a
meidzis-1. soran); D: II. tipust non-diszjunkcio6 (a meiozis-11. soran).
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Az elsé utddnemzedék Y’-proba analizise soran annak tagjai
kozott megjelenik két 1j, hibridizaciot mutatd sdv. Az Gjonnan
megjelend savok az eredetileg S. uvarum-t6l kapott kromoszémakon
tinnek fel: annak legkisebb kromoszomajara, illetve 15.
kromoszdémédjara latvanyosan hibridizal az eredetileg S. cerevisiae-
eredeti  Y’-telomer szekvencidkat kimutatni hivatott jelolés
(Lavallée ¢és mitsi., 1994). A nagyobb mérettartomanyban 1évo
kromoszoémak nem tokéletes elvalasztasa miatt ebben a régidban
inkabb a jelentds jelolodés intenzitasa miatti kiilonbségbdl lehet
Ujabb hibridizaciokra kovetkeztetni. A megfigyelt jelenség egy
lehetséges magyardzata az, hogy a hibridben lejatsz6dé meidzis
soran rekombinacié kovetkezett be a S. cerevisiae és a S. uvarum
kromoszomai kozott. A rekombinacid kovetkeztében S. cerevisiae-
tipusa telomerhez jutnak S. wvarum kromoszoémak is. Ilyen
rekombinacié létrejottének az a feltétele, hogy a meiodzis elsd
profazisaban S. uvarum kromoszoémak parosodjanak S. cerevisiae
kromoszomakkal. Mivel a fajok kozotti rekombinacidval 1étrejott
kromoszémakkal rendelkezd sporak klonjai életképes sporakat
hoztak létre, fel kell tételezniink, hogy a rekombinacié az alloploid
genom egyensulyat nem zavarja. A fentieket Osszefoglalva ugy
tiinik, hogy az F; sporak is alloploidok, a szamcsokkentdé meidzis
miatt valdsziniileg allodiploidok.

Az F; utdédnemzedék tagjainak diploid jellegét tlinik
alatamasztani a MET2 és NTS2 PCR-RFLP analizis is. Az F,
generacidé minden vizsgalt tagja rendelkezik minkét sziilotol
szarmazd DNS-sel a vizsgalt régioban. Az [TSI PCR-RFLP
vizsgalat sordn az 1la tetradtag csupdn a S. cerevisiae

szekvencidjaval  rendelkezik, a  tobbiek mindkét = sziild
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szekvenciajaval. A HIS4 PCR-RFLP vizsgalat szerint az F; vizsgalt
tagjai csak S. cerevisiae szilé HIS4 génjével rendelkeznek. A
YCL008c markert tekintve, az 1a és az 1b tetrad tag mindkét sziil6
DNS-ével, az 1c és az 1d tetrad tag csak S. cerevisiae DNS-ével
rendelkezik. A METI10 gén vizsgalata alapjan pedig az 1a és az 1b
csupan S. cerevisiae-eredetli génnel, az 1c és az 1d tetrad tagok
viszont mindkét sziiléi eredetii génnel rendelkeznek. Osszességében
elmondhato, hogy a MET2, az NTS2, az ITSI, a YCL0OOSc ¢és a
METIO0 gének esetében kimutathatdé mindkét sziiléi szekvencia
jelenléte a vizsgélt tetrddban, ami megerdsiti a korabbi
feltételezésiinket, hogy a hibrid alloploid. A MET2-re és az NTS2-re
nézve az F; spordk is alloploidok. A tobbi génre viszont mar nem
mondhat6 el ugyanez, mivel egyes spordk egyes génekre nézve
»Kitisztulnak”, azaz autoploiddd vélnak. Talan ez a ,kitisztuldsi”
tendencia tiikkr6z6dik abban is, hogy a sporak életképessége egyre
nagyobb az egymast kovetd generaciokban.

A fentiek ismeretében érdemes ismét megemliteni, hogy a
természetbdl izolalt S6U interspecifikus ¢éleszt6hibridrél is
feltételezett, hogy allotetraploid genommal rendelkezik, mivel
nagyszamu életképes sporautodot hozhatott 1étre. A spdrait azonban
egymdassal nem tudtdk konjugaltatni, és Oonmagukban életképtelen
sporakat képeztek. Tehat az S6U hibrid elsé utdédnemzedéke lett
steril, nem maga a hibrid. Ezek a spérautodok alloploidok lehettek,
amelyekben a meidzis mar nem tudott normalisan végbemenni (C.
Baccari, J. Gaine és R. Mortimer nem publikalt adat). Ezzel
szemben a mi eredményeink alapjan a 10-170 x m9 hibrid F; utodai
olyan klonok voltak, amelyekben a meio6zis életképes utodokhoz

vezetett. Fel kell tételezniink, hogy benniik a meidzist megelézden
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egy diploidnal nagyobb ploiditasfok alakul ki, mely révén a meidzis
végbe tud menni ¢és a spordkba valamilyen — élettel
Osszeegyeztethetd — allopoliploid (feltételezhetéen allodiploid)
genom adodik tovabb. Azt feltételezziik, hogy a homotallikus,
onmagat sporaképzés utan egyébként is diploidként fenntartdé m9 S.
uvarum genomja mellett a 10-170 S. cerevisiae genetikai anyaga is
ujra duplazodik igy biztositva a hibrid allotetraploid allapotat.
Hasonl6 feltételezésekhez jutottak Sebastiani és mtsi. (2002) is,
akik spora-spora keresztezéssel egy feltételezett allotetraploid S.
uvarum ¢s S. cerevisiae interspecifikus hibridet kaptak magas spora-
¢letképességli elsé utddnemzedékkel. A kapott spordk egyikét
azutan visszakeresztezték a haploid sziilokkel, és az igy létrejott
zigotat sporaztatva igen alacsony életképességli utodnemzedékhez
jutottak, amely egy tetradjanak molekuldris vizsgalata annak

allotriploid mivoltat bizonyitotta (Sebastiani és mtsi., 2002).

Hibridiink maésodik utédnemzedékét (F,) az F, tetrdd egyik
sporajabol hoztuk létre. Emiatt természetes, hogy a legtobb marker
esetében az F, spordk klonjai ehhez az F; sporaklonhoz
hasonlitottak. Novekednek 37°C-on, fermentaljak a melibiozt és
auxotrofok leucinra. A HIS4 és YCL0OOSc PCR-RFLP analizise
szintén ugyanazt az eredményt adta, mint az F; 1¢ esetén lathattunk:
minden vizsgalt masodik utodgeneracid beli tag az S. cerevisiae
szllére jellemzé mintazattal jellemezhetd csupan. A MET2 PCR-
RFLP, az ITSI PCR-RFLP és a METI0 PCR termékek elemzése
kimutatta, hogy a mindkét sziilére jellemzd fragment-hossz
mintdzattal bird 1le-bdl izolalt F, tagok hasonldéan hibrid-szertiek.

Kariotipusuk is hasonlé az F; 1c¢-hez, amennyiben hibridnek tlinnek
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¢és a harmadik legkisebb kromoszoma hidnya allandésul benniik. A
Y’ telomer hibridizdciés probdja alapjan azonban Ujabb
rekombinaciés  eseményekre  kovetkeztethetink.  Ezek a
rekombinaciok is jellegzetesen 2:2 szegregacioban jelennek meg.
Egyre tobb S. uvarum eredetli kromoszoma jelolddik a S. cerevisiae
Y’ telomer szekvencidjara tervezett probaval, vagyis egyre tobb
bizonyitott fajok kozotti rekombinacios eseményt detektaltunk.

A  masodik utdodnemzedék sporaképzése és a  sporak
¢letképessége, meglepetésiinkre tovabbra is nagyon magas volt,
amibdl arra gondolhatunk hogy egy autodiploidizacidés folyamat
jatszodhat le a sejtekben a meidzis eldtt, igy egy stabil allodiploid F;

utédnemzedéket kapunk.

A kovetkezd, harmadik generacio tagjait is egyetlen F, sporabol
hoztuk létre. Igy itt sem meglepd az elé6z6 generacio
tulajdonsagainak ujboli megjelenése. Az F; tagjai is novekednek
37°C-on, fermentaljdk a melibiozt, illetve leucin auxotrofok
valamennyien. Epp olyan PCR-RFLP mintazattal jellemezhetdek
tagjai, mint az a F, 6a esetén (a harmadik generacié ennek a
masodik generacios sporatagnak a sporaztatasabol szarmaznak) volt
jellemzé. A HIS4, YCL0O0OS8c¢c PCR-RFLP analizisiikk csakis S.
cerevisiae-szeri mintazatot mutatott. A MET2; ITSI PCR-RFLP és
METI0 PCR termékek mind hibrid-genomrél arulkodnak. A
kariotipus elemzése mar nem mutat ujabb atrendezodést, a masodik
generaciora jellemzd 7. kromoszoma atrendezddése allandosul
ebben a generacidban. A Y’ hibridizacios jelolddés a legtobb
kromoszémara jellemzd, és nincs a vizsgalt tetrdd tagjai kozott

szegregacid. A harmadik generacid tagjai is nagyon jol spordznak,
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illetve a kapott sporak életképessége majdnem 100%-os lett. Emiatt
itt is fel kell tételezniink, hogy egyfajta autodiploidizacids folyamat

jatszddhat le a meiozis elott.

A negyedik generaciot egyetlen F3 spora klonjabol izolaltuk,
nem meglepd tehat, hogy wugyanazokkal a tulajdonsdgokkal
jellemezhetjiik, mint az eldbbi, harmadik generaciot. Novekedés
37°C-on, melibiéz fermentacid, leucin auxotrofia. A HIS4 és a
YCL00OSc¢ PCR-RFLP S. cerevisiae-szerli mintazatot mutatott. A
MET2; az ITS]1 PCR-RFLP és a MET10 PCR termékek mind hibrid-
jellegliek. A negyedik generacio tagjai is jol sporaztak, kisérleteinket
azonban itt abbahagytuk ¢és 1jabb utédgeneraciét mar nem
vizsgaltunk. A késdbbiekben elképzelhetd a kisérlet folytatasa, de a
harmadik generacioval teljesen azonos genetikai markerek és
elektrokariotipus alapjan nem tlint sziikségesnek a kovetkezd

generacio létrehozasa €s elemzése.

Ugy tiinik tehat, hogy a 10-170 x m9 hibridiink allotetraploid
genommal rendelkezik. Ezért kaphattunk nala és az elsd
utdédnemzedékénél olyan magas életképességli sporakat. A hibrid
genomja azonban nem stabil. A meidzis soran szegregal ¢és
genomatrendezddésre hajlamos. A legérdekesebb atrendezédések és
szegregaciok a legelsd utédnemzedékre, a hibrid kozvetlen
leszarmazottjaira (meidzisanak kozvetlen termékeire) jellemzdek. A
kovetkezd  utddnemzedékek soran  fokozatos  stabilizalddas
figyelheté meg. Ez lehet a magyarazata annak, hogy a 10-170 x m9
interspecifikus ¢€lesztOhibrid elsé utédnemzedéke utan masodik,

harmadik és negyedik utédnemzedékeket is izolalhattunk (tovabbi
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utddnemzedékek izoldlasa torténik majd a kozeljovoben). Az
utodnemzedékekben minimalis kromoszomavesztést észleltiink, és a
harmadik generacidohoz képest a negyedik generacioban mar semmi
kromoszoma atrendezddést sem tudtunk kimutatni. A vizsgalt
kromoszémakon talalhatd szondaink PCR-RFLP analizisei pedig

szintén alatdmasztjak valamennyi generaci6 allodiploid mivoltat.
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7. Osszefoglalas

A Genetikai és Molekularis Bioldgiai Tanszék tagjai évek oOta
vizsgaljak a tokaji borvidék mustjaiban jelenlévé mikroflorajanak
erjesztésben szerepet jatszd élesztdit. Az erjesztés késdi fazisaban
mar szinte csak az alkohol tolerans Saccharomyces fajok maradnak
meg. A legnagyobb mennyiségben kimutathat6 S. cerevisiae fajok
mellett a botrytizalt sz6l6bol késziilt mustokban nagy szamu S.
uvarumot is izoldlunk. Néhany ritka esetben sikeriilt interspecifikus
hibrid ~ Saccharomyces  fajokra  is  rataldlnunk, melyek
elektrokariogramjan legalabb 22 megszamolhaté kromoszoémat
lattunk a Saccharomycesekre jellemz6 16 helyett.

Az interspecifikus Saccharomyces €lesztohibridek egy egyszeri
»véletlen” jelenségen kiviil egy 0 faj kialakulasi folyamatanak
evolucids ,koztes-termékei” is lehetnek. A mai Saccharomyces
komplex egyes tagjainak kialakulasat egyébként is elOszeretettel
magyarazzak meg a kutatok 6si fajok hibridizacids eseményeivel,
amit napjaink molekularis biologiai technikaival meg is erdsitenek.
Az evolicid sordn mar szétvalt Saccharomyces fajok kozotti
keresztezddés soran egy post-zigotikus gat jelenségét figyelték meg.
A post-zigotikus gat hatterében olyan genetikai folyamatok allnak,
zigbtaképzését még engedélyezik, de a hibrid kromoszémainak az
utédokba vald Orokitését mar nem teszik lehetévé. Az, hogy a
keresztezddési folyamat €s zigdtaképzddés 1étrejohet arra utalhat,
hogy nem olyan nagyon régen tortént a valamikor egy fajba tartozo

Saccharomyces élesztok kiilon fajja vald szétvalasa.
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Tanszékiinkon az ilyen interspecifikus hibridek létrejottének
genetikai hatterét szerettiik volna vizsgalni, de a természetbdl izolalt
hibridjeink sterilitdisa miatt ez lehetetlen volt. Ezért keresztezési
kisérletekbe kezdtiink, azonban nem a faj-kritériumként is hasznalt
spora-spora keresztezési technikdt alkalmaztuk, hanem mass-
matinggel Aallitottunk eld stabil interspecifikus hibrideket. Azért
valasztottuk ezt az utobbi technikat, mert elképzeléseink szerint a
mustokban taldlhaté rengeteg éleszté kozott is  nagyobb
valoszinliséggel torténik sejt-sejt kozotti  konjugacié, mint
sporaképzést, és azt kdvetd spora-spora keresztezddés. Raadasul a
mar leirt, bizonyitottan interspecifikus hibridek genomjanak
vizsgélata alapjan is ez tlinik valdszintibbnek.

Tobb, laborban eloallitott hibridiink koziil kivalasztottuk a

legmagasabb %-o0s spora-¢letképességet mutatd 10-170 x m9-et, és a
dolgozatban ennek, valamint utédnemzedékeinek molekularis-
genetikai elemzését mutattuk be.
Szamos, parhuzamosan végzett kisérlet alapjan is ugyanarra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a keresztezésbe vitt 10-170 S.
cerevisiae szillo kiillonleges a S. uvarummal valo keresztezddés
szempontjabol, mas S. cerevisiae torzsekkel vald keresztezés esetén
nem kaptunk hasonléan magas spora-¢letképességet. Ebben a
kiilonlegességben  szerepet jatszhat, hogy a 10-170 IIL
kromoszémajanak telomer régidja nagy valdsziniiséggel nem S.
cerevisiae eredetli, tovabba a VI. kromoszomijat sem tudtuk
kimutatni.

Osszesen 4 kiilonbdzé kromoszoman talalhatd 5, markerként
hasznalt szekvencia PCR, valamint PCR-RFLP analizise alapjan a

hibridiinkrdl bebizonyosodni latszik, hogy allotetraploid genommal
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rendelkezik, utédnemzedékei pedig stabil allodiploidok. Az elsd
utédnemzedékben gyakorta kaptunk szegregaciokat: S. cerevisiae és
hibrid tulajdonsadgokra. A S. uvarum markereit sehol sem kaptuk
vissza egyediil, csakis a hibrid sajatsag Osszetevdjeként fordult eld.
A 10-170 szilé zigdtaképzés eldtti autodiploidizacidja is nagyon
valosziniinek tlinik.

Y’ telomer proba analiziseinkkel fajok kozotti szabdlyos
rekombinaciés  eseményeket  bizonyitottunk. A kisérletek
eredményei szerint a S. cerevisiae-eredetii telomer részek
generaciorol  generaciora egyre tobb S.  wvarum  eredetl
kromoszémékra keriilnek at. Egyetlen biztos kromoszomavesztést
figyelhetink meg: az eredetileg S. uvarum masodik legkisebb
kromoszomajat mar az elsé utodnemzedék néhany tagja elvesziti, és
ez tovabb adodik a masodik generacidoba is. Ez a kromoszoéma
hordozza a S. uvarum vad LEU2 génjét, mely elvesztésével az
utddok leu2” auxotrofok lesznek, akar a S. cerevisiae sziilo.

A mai soréleszto fajok keletkezését is egy S. cerevisiae x S.
bayanus fajok kozotti hibridizacios esemény kovetkezményeként
irtak le, ahol az egyik, vagy mindkét sziild eredeti kromoszoma-
készletének napjainkra csak részletei maradtak meg

A késébbiekben szeretnénk tokaji  borvidékrol izolalt S.
cerevisiae torzset Tokajbol izolalt S. uvarum torzzsel keresztezni, és
az altaluk képzett hibridet bordszatban is kiprobalni. Az
interspecifikus  hibridek biotechnoldgiai jelentdsége, hogy a
kivalogatott, boraszati szempontbdl nagyon jo tulajdonsagokkal bird
¢lesztéfajok  keresztezésével, azok el6nyds tulajdonsigainak
kombinalodasaval egy sikeresebb erjeszté hibridfajt tudnak

létrehozni, melynek a genetikai allomanya is stabil. Az igy
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létrehozott interspecifikus hibridek természetesen rendelkeznek a
szilok tulajdonsagaival, ¢és nem génmanipulalt mesterséges
rekombinansok, amit a genetikailag manipulalt organizmusok ellen

kiall6 emberek is konnyebben elfogadnak.
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8 Summary

Yeasts, in the microflore of Tokaj vineries’ grape juice, play
important roles in the fermentation, has been examining by the
members of the Department of Genetics and Molecular Biology of
the University of Debrecen since many years. Almost only the
alcohol tolerant Saccharomyces yeast strains survive in the must at
the late fermentation phase. We have isolated a lot of S. uvarum
strains with the most frequently presented S. cerevisiae, from the
grape juice made by botrytized grape. In some very rare cases we
succeeded in isolating several interspecific hybrid Saccharomyces
strains, with at least 22 chromosomes in their electrokaryograms,
instead of the typical 16 chromosomes of this genus.

These interspecific Saccharomyces yeast strains may be possible
“mid-products” of the process of new strains arising by the
evolution. Normally researchers explain the origin of some
nowday’s strains of the ‘sensu stricto’ complex by hybridisation
events between ancient yeast strains, what is verified by today’s
molecular biologic techniques. Researchers found the presence of a
post-zygotic barrier in the course of the mating event between
yeasts, already separeted in the past evolution. There are genetical
processes at the background of the post-zygotic barrier, which allow
the conjugation and zygote formation between the two different
yeast strains, but do not allow the inheritance of the hybrid genom to
the descendants. The existence of this barrier may be explained by
these strains’ separation evolutional events, did not happen very
long time ago.

We would study the genetical background of the arising

interspecific hybrids, but we could not manage it, thanks to the
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sterility or the poor spore formation ability of these strains. For that
reason to understand the interspecific events we started artificial
crosses between S. cerevisiae and S. wvarum strains in the
laboratory. We did not do the crosses by the spore to spore
technique, which is also used for taxonomisation, but by the mass-
mating we created stable interspecific hybrids. We chose the latter
technique, because its more natural behaviour. Moreover it is likely,
that the well-known, natural interspecific hybrids are also came from
a crossing event between haploid or diploid cells and not between
two spores.

We selected the hybrid 10-170 x m9, who has showed the best
spore viability among the several artificial hybrids we made in the
laboratory. In the present study we showed the molecular genetical
analysis of this hybrid and its progenies. We found that the strain 10-
170 S. cerevisiae may have a special character from the
hybridisation point of view. This strain lost its VI. chromosome and
does not wear Y’ sequence on its III. chromosome, which can origin
from an other non-cerevisiae ancestor. We did not find any similar
results, produced by hybridisation with other S. cerevisiae strains for
the percent of spore viability.

It seems to be verified, that our hybrid 10-170 x m9 has an
allotetraploid genome and its progenies are stable allodiploid, by 5
marker sequences used in PCR and PCR-RFLP analysis on four
different chromosomes. We found several 2:2 segregation among the
first generations members for the hybrids and the S. cerevisiae
parents characters. We did not find the S. wvarum parents
auxotrophic marker or its molecular markers in any generation. The

S. uvarum parents marker was detectable only just like a component
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of the hybrid nature. We suppose the autodiploidisation of the 10-
170 parent before or during the zygote formation.

We proved regular segregation between different species by the Y’
telomer probe analysis. According to our results generation by
generation more and more telomeric region of S. cerevisiae
recombine onto the S. uvarum parents telomeric site. We noticed one
chromosome lost, the originally S. uvarum’s second chromosome,
which wears the LEU2 gene. With this chromosome lost the spore
clones were leu auxotrophic mutants, just like the S. cerevisiae
parent.

Nowdays’ lager yeasts’ origin is explained by a hybridisation
event between a S. cerevisiae and a possible S. uvarum ancestor.
These strains possess only portions of one or both parental
chromosome sets, resulted by the chromosome lost events.

In the near future we would like to cross S. cerevisiae and S.
uvarum strains, isolated from Tokaj vineries and to try the hybrids in
the fermentation.

The technological importance of the interspecific Saccharomyces
yeast strains is that they can summarise the advanced parental
properties and we can isolate a better fermentor strain, use in the
vine technology, which genom is stable, thanks to the hybrids sterile
character. Interspecific yeast hybrids are naturally recombinants and
not genetically manipulated organisms, why people against the gene

manipulated organisms can accept them easily.
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