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1 BEVEZETES

Az ¢lesztégombak évezredek ota végeznek lathatatlan munkat az emberiség szamara.
Egyiptom és Izrael teriiletén tobb ezeréves nyomaira bukkantak a fermentalt ételek és italok
jelenlétének. Anton van Leeuwenhoek 1680-ban mikroszkop alatt szeszes italt vizsgalva
elséként jegyezte fel élesztégomba jelenlétét, majd 1857-ben Louis Pasteur az erjedésért
felelds €10 szervezetként irja le.

Az élesztbgombak egysejtli, eukariotak az Ascomycota és Basidiomycota tézsekbdl,
melyek fakultativ anaerob ¢éltmodot folytatnak. A biologiai Osszetételik ¢és az
enzimhaztartasuk miatt a szénhidratokat szén-dioxidda és etanolla alakitjak oxigénhianyos
kornyezetben.

Ahogy az elmult évtizedek folyaman egyre tobb figyelmet szentelta tudomany és az ipar
az élesztdgombaknak, Gijabb lehetéségre bukkantak a felhasznalasukat illetéen. Manapsag a
szamtalan klasszikus fermentalt étel és ital mellett a bioetanol gyartasaban, a biokontrollban,
a kornyezeti biotechnologidban, a heteroloég fehérjék gyartasban és a gyodgyaszatban is
szamtalan modon hasznaljadk. Az elmult  években a genomjuk kutatdsa hozott fontos
eredményeket az alapvetd biologiai kutatasok teriiletén.

Az egyes élesztogombak szélsOséges hatasok kozepette is képesek a novekedésre, igy
vilagszerte megtalalhatoak a.kornyezetiinkben. Ebb6l adoddan a gyiimolesok feliiletétdl
kezdve, rovarokbol, 6ceanbol, de emberek borfeliiletérol és emésztorendszerébdl és izolaltak
mar.

Nem tulzés azt allitani, hogy az emberek €s az élesztégombak kapcsolata hosszu idore
nyulik vissza, viszont az elmult évek soran elképeszté mértékben nétt a felhasznalasuk
mértéke; és akovetkezo évtizedekben is szamos kutatasnak és biotechnologiai folyamatnak

lesz az-alapja-



2 A MUNKA CELJA

A munkim célja az, hogy a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem (MATE),
Elelmiszer-biotechnoldgiai Kutatocsoportjanak torzsgyiijteményébél kapott ismeretlen
¢lesztégomba mintakat kiilonb6z6 mikrobiologiai modszerekkel vizsgaljam, majd faj
szinten azonositsam.

A miuveletet soran a kovetkezd klasszikus mikrobioldgiai, és molekularis biologiai

modszerrel vizsgaltam az élesztoket:

e Agardéz taptalajon szélesztés, hogy a telepekr6l ~értékes morfologiai
megallapitasokat tehessek.

e Biirker-kamras sejtszamlalas, hogy az élesztégombak szaporodasi kapacitasait

e A DNS izolalasa kétféle Kittel, hogy a DNS-el késébb PCR-t tudjak végezni.

e Rep-PCR ¢és ITS-PCR, hogy a késébb 6 beazonositasra keriilé DNS
fragmentumokat amplifikaljam.

o Agaro6z gélelektroforézis, hogy a DNS mintazatok kozti azonossagok keresésével
csokkentsem a szekvenalasra kiildott mintdk szamat.

e A DNS mintak szekvenalasa (kiils6 cég végezte).

e A kapott szekvencidk bazissorendjének 6sszehasonlitasa egy online adatbazissal,

majd a mintak faj szinti azonositasa.

Az izolalt és azonositott élesztégombak a munkam utan az Elelmiszer-biotechnologiai
Kutatocsoport torzsgytijteményébe keriilnek, ahol a késébbiekben felhasznalhatoak lesznek

tovabbi'kutatasi feladatokhoz.



3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Elesztok karakterisztikaja

Az élesztégombak egyseijtii, eukariota, szaprofita mikroorganizmusok, amelyek széles
korben megtalalhatdbak a természetben. Tagjait a Fungi (Gomba) orszag, Dikarya
alorszagabol, az Ascomycota (Tomlésgomba) torzse adja, de par Basidiomycota (bazidiumos
gomba) egyed is megtalalhato kozottik. A két torzs tagjait egyszerien meg lehet
kiilonboztetni az ureaz teszttel, mivel a Basidiomycota torzs tagjai, az Ascomycotdkkal
ellentétben, képesek hidrolizalni a karbamidot (Guého-Kellermann, 2010). Sejteik gomb,
ovalis vagy hosszikas alakuak lehetnek, 3 - 20 um hosszusaggal. Szerkezetiik a tobbi
eukariotahoz hasonlo felépitésii, rendelkeznek sejtfallal, sejtmaggal, mitokondriummal,

vakuolummal (1. ébra).

Yeast cell structure
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1. abra: Az élesztdsejt felépitése
(Internet 1.)

Az élesztégombak ivartalan szaporodasa nagyrészt bimbozassal és hasadassal torténik,
oxigén jelenlétében vagy romld életkoriilmények kozott pedig aszkosporakat képez. A
penészgombakkal ellentétben nem alkotnak hifdkat, a tobbsejtli szervezddését
pszeudohifanak hivjuk, melyen a sarjadzéast kovetden egyiitt maradt sejtek lancszerti
képleteit értjik.

Taptalajon telepeket alkotnak, amelyek szine tobbnyire fehér, narancssarga vagy
rozsaszind, allaga a krémes, nedvestdl a szaraz, durva feliiletliig terjed. Az élesztégombak
igen széles pH tartomanyban, pH 2 és pH 9 ko6zott, fordulnak eld, hétiiréstik 10-35 °C, de
bizonyos egyedek e hdmérsékletek alatt és f6lott is életképesek. (Tournas, 2001). A vegetativ



sejtek 65-70 °C kornyékén biztosan elpusztulnak, azonban a sporas sejtek ellenallo kitartd
képlettel rendelkeznek.

Kozel az Osszes élesztd obligat aerob, és O sziikséges a ndvekedésiikhoz (O’Toole,
2019). Mivel az élesztOk heterotrof életmodot folytatnak, szénre, nitrogénre, foszforra és
nyomelemekre van sziikségiik, amelyek a novekedéshez, a metabolikus folyamatokhoz és a
fermentaciohoz is elengedhetetlenek. Az éleszték a kornyezetiikben 1évé szénhidratokat
képesek fermentalni etanol, CO; képzésével és 2 ATP felszabaditasaval.

A patogén gombak legnépesebb csoportjat az Ascomycota torzs adja. A~ legtobb
megbetegedésért a Candida és a Cryptococcus nemzetség tagjai a felelések, de tobb
Saccharomyces és Pichia faj is szokott human betegséget okozni. Nagy szamban talalhato
kozottiik fakultativ parazita vagy szimbiotikus életmddot folytato egyed is.

Mivel az emberiség évezredek Ota fogyasztja a fermentdlas atjan eldallitott ételeket,
italokat, a 19. sz4dzadban tobb neves tudods is igyekezett ‘megismerni a fermentacios
folyamatokat, igy élesztégombakrol az 1830-as évektdl kezdddden jelentek meg kutatasok
Charles Cagniard de la Tour, Theodor Schwann és Friedrich Traugott Kiitzing megfigyelései
révén (Manchester, 1995). Az attorést Louis Pasteur érte el, amikor az 1857-ben egy
fermentalasban 1évd ital vizsgalata kozben bebizonyitotta, hogy ¢€l6 szervezet végzi az
etanolképzést, és megalkotta a ma ismert Pasteur-effektus fogalmat.

Borkészitésnél, sorfozésnél €s siitésnél hosszu idok ota hasznaljuk, de ahogy fejlodik a
tudomany, ujabb és jabb biotechnologiai folyamatnal ismerik fel hasznossagukat, igy az
¢élesztégombak kutatdsa. megsokszorozodott az elmult évek soran. A legszélesebb kdrben
hasznalt Saccharomyces cerevisiae gyartasanak globalis piaci novekedése 8,8% volt 2013
és 2018 kozott, €s ez a szdm nem valdszinli, hogy csokkenni fog, hiszen a szlikos
nyersanyagkészlet, a novekvo kereslet és az egyre szigorodd szabéalyzasok mellett, az
¢élesztégombakk szdmos technoldgiai folyamatban kinadlnak kdrnyezetbarat és fenntarthato

megoldéasokat.

3.2 EKleszt6k a biotechnolégiaban

Az élesztdket mar sok évtizede hasznaljadk fermentacidos folyamatokhoz starter
kultaraként soroknél, borokndl, cidereknél, sajtoknal, fermentalt huskészitményeknél,

péktermékeknél, fermentdlt olivabogyoknal, uborkdknal, kakadnal ¢és nagy



alkoholszazalékkal rendelkez6 italoknal is, mint példaul a rum, a vodka, a whiskey vagy a
saké. Emellett azonban érdemes megemliteni, hogy bizonyos ételek romldséban is nagy
szerepet jatszanak, mint példaul a joghurtnal, a salataknal vagy a gyiimdlcsleveknél.

Evtizedek 6ta hasznaljak az élesztégombakat bioetanol gyartasra, ami egy megtjuld
energiaforras a benzinnel szemben (Parapouli és Vasileiadis, 2020). Az 1973-as olajvalsag
kovetkeztében vilagszinten megindult a biolizemanyagokat gyartd lizemek bovitése és
fejlesztése. Braziliaban a cukornad termelés 55%-at bioetanol gyartasara hasznaljak fel, ami
az orszag energiaigényeinek a 30%-at fedezni. A Saccahromyces cerevisiae | egy
génmodositott tdrzsét még propanol €s butanol szintézisére is hasznaljak.

Emellett szamtalan enzimhez, mint példaul a lipaz, amilaz, inulinazok, cellulaz B-
gliikkoziddz, glikandz gyartasara, is hasznaljadk. Manapsag az ipari. enzimek 90%-at

rekombinans technologidval késziilt heterolog fehérjek adjak.

Biokatalizatorként gydgyszerkészitmények és finom vegyszerek eldallitdsaban is nagy
szerepet jatszanak, hiszen szamos élesztégomba faj képes megbirkozni a kémiai reakciok
folyaman uralkodd szélséséges kornyezeti hatdsokkal. Elesztdgombak segitségével
aminosavakat, szerves savakat, glicerolt, vitaminokat, glikolipideket, inzulint, flavonoidokat
¢és poliketideket (Mutka és tarsai, 20006).1s készitenek, gyogyaszatban pedig a Hepatitis
vakcinaktol kezdve, Insulinhoz, . rakos megbetegedések megel6zésére hasznalt
készitményekhez és névekedési-hormonok eldallitdsahoz is hasznaljak. Probiotikumként a
Saccharomyces boulardii-t mar 1950-t61 hasznaljak bélrendszeri megbetegedések kezelésére
(Buts és Bernasconi, 2005), egyes egyedek pedig prebiotikumokat termelnek, amelyek a
bifidobaktériumok, és mas hasznos baktériumok novekedését serkentik az emberi és allati

bélrendszerben.

A 'kornyezeti biotechnoldgian beliil a bioremedidcioban €s a szennyezd anyagok
lebontdsaban van szerepiik. Az kornyezetiinkbe szamtalan nehézfém kertil kdzvetleniil nap
mint nap, ami stilyos szennyezést 0koz €16 kdrnyezetiinkben. Bizonyos élesztdgombak, mint
példaul a Schizosaccharomyces pombe, vagy a Candida nemzetség par faja, szdmos
nehézfém megkotésében €s atalakitdsaban jatszanak fontos szerepet (Gonen és Aksu, 2009).
A mikotoxinok koziil egyes élesztogombak képesek bontani az ochratoxint, a

xenobiotikumokat vagy a patulint.



Mivel az élelmiszerellatast egyre nehezebb kivitelezni, nagy szerepet kap a
mez6gazdasagi terménykihozatal maximalizalasa. Bizonyos élesztégombak a bioldgiai
kontrollban jatszanak szerepet, a terményeknél ¢és az élelmiszereknél fellépd
gombafertdzések visszaszoritasaval. Ahhoz, hogy az ¢lesztégombakat ilyen mddon
hasznalhassak, elobb GRAS (generally recognized as safe) minésitést kell kapniuk. Ilyen

fajok példaul a Cryptococcus oleophila, a Candida sake vagy a Metschnikowia pulcherrima.

A Saccharomyces cerevisiae azon kiviil, hogy az ipari folyamatokhoz leggyakrabban
hasznalt ¢lesztégombak legnagyobb részét kiteszi, nagyon hasznos-modell organizmus az
megfejtésében (Pache és tarsai, 2008). Nagy elénye a Saccharomyces cerevisiac-nak a tobbi
eukariotaval ellentétben, hogy jol fejlett genetikai allomannyal rendelkeznek, amelyet az
eukariotak koziil els6ként sikeriilt teljesen szekvenalni 1996-ban (Engel és tarsai, 2013).
Ezen kiviil gyorsan szaporodik, konnyli megfeleld koriilményeket biztositani a szamadra,
majd az ezredforduld utan az is kideriilt, hogy az emberi szervezetben zajlo sejt-, és
molekularis mechanizmus egy része az élesztékben is jelen van. Francoise Foury (1997)
kutatdsaban 170 megbetegedésekkel kapcsolatos humén gént vizsgalt, és ebbdl 52 mintanal
deriilt ki, hogy ortolog az élesztégomba, génjével. Szamos human gént sikeriilt mar
¢lesztégombakban kifejeztetni, ‘ilyen peldaul az ortolog CDC2 gén, amely komplementer
lehet a cdc2 mutans génnela Schizosaccharomyces pombe-ban. Az élesztégombak genetikai
vizsgélataval megismerhetjiik az iranyitott mutacio, a gén jelolések, az allélok funkcidjat az
emberi szervezteben .is. A Saccharomyces cerevisiact hasznaljak az Alzheimer kor, a
Parkinson-kor; a rakos megbetegedések, az dregedés és a prionok okozta megbetegedések
esetében is modell-organizmusként.

Ezek alapjan megéllapithato, hogy az élesztégombak felhasznédldsa a biotechnologiai

folyamatokban igen sokrétii (2. dbra) és elengedhetetlen.
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2.4bra: Az élesztdgombak felhasznélasa a

biotechnologidban (Kurtzman, 2011)

3.3 Mikrobiolégiai modszerek

Ahhoz, hogy egy ¢lesztdgombat, vagy barmely mikroorganizmus miikdését megértsiik,
meg kell vizsgalnunk a felépitését. A vizsgalatokat a lehetd legsterilebb koriilmények kozott
kell folytatni, hiszen a tiszta tenyészet 1étrehozasa elengedhetetlen, igy gumikesztyiiben, és
elszivofiilke hasznalata mellett végzik a munka nagy részét. Kétféle modszer 1étezik: a
tenyésztésen alapuld mikrobiologiai eljarasok és a tenyésztéstol fiiggetlen eljarasok.

A tenyésztésen alapul6 eljarasok folyaman a sejtek izoldlasa, kiilonboz6 tapkozegekben
val6 felszaporitasa, majd a sejtek morfologidjanak, élettananak és biokémidjanak vizsgalata
a cél. A tapkozegek lehetnek szelektivek kiilonboz6 fajokra az Gsszetételiik alapjan. Az
€lesztogombak vizsgalatahoz a szilard taptalajon szélesztés a legmegfelelobb modszer, ahol
adott mennyiséget egyenletesen eloszlatunk a téptalaj feliiletén. Inkubalas utan telepek
nonek a taptalaj felilletén, melyek vizsgalhatok kvantitativ és kvalitativ modszerekkel. A
sejtszamlalashoz a klasszikus mikrobiologiai méddszerek koziil a Biirker-kamra hasznalata a
legelterjedtebb, ahol meghatarozott térfogati cellakban szamoljuk a sejteket mikroszkop

segitségével, majd abbol szamitjuk ki a telepképz6 egységek szamat milliliterenként.



A tenyésztéstl fliggetlen eljarasok soran DNS szekvenalasaval megismerhetjik a
mikroorganizmusok génallomanyanak a felépitését. Ahhoz, hogy a nukleinsav-allomanyt
vizsgalni lehessen, elobb meg kell tisztitani a sejt tobbi alkotojatdl. Ehhez elére gyartott
specialis oldatokkal és taroloegységekkel ellatott kiteket is lehet hasznalni. Hogy a tisztitas
sikerességét mérhessiik, spektrofotometrias mérési technikat alkalmazhatunk. Ekkor a
mintankon keresztiilvezetett 1ézernyaldb intenzitasvaltozdsabol — amit a mért anyag
abszorbancidjanak a fliggvénye — kovetkeztethetiink a koncentraciora. A rep-PCR
(Repetitive Polimerase Chain Reaction) soran a DNS-ben talalhato természetesen ismétlédé
repetitiv szakaszokhoz egy specialis komplementer primer k6t, majd amplifikalja azokat. Az
amplikonok specifikusan az adott fajra jellemzoek. Elektroforézis soran pedig a DNS
fragmentumok vandorlasat idézziik el6 elektromos térben, a kapott. mintdzatot pedig
ultraibolya fény alatt 1athatova valnak, segitségiikkel megkiilonboztetd vizsgalatokat lehet
végezni (Fritsch és Krause, 2003). A DNS szekvendlasa utan illesztdprogram segitségével
Osszehasonlithatd a kapott bazissorrend a publikus vagy privat adatbankokban tarolt
mikroorganizmusok szekvenciajaval.

Hogy megértsiik a sajat és a koriilottiink 1€vo €16 s ¢lettelen kornyezet miikodését, elobb
meg kell ismerni és rendszerezni kell azt. Amikor ismerjiik egy rendszer elemeit és azok
funkcioit, sokkal Osszetettebb és precizebb eljarasokat alkothatunk meg, amelyek

fenntarthato modon segitik az életet.



4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 A Kkutatas helyszine

A vizsgalatok teljes egészét a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem (MATE),
Elelmiszer-biotechnoldgiai Kutatocsoportjanak a Herman Ott6 ut 15. szam alatt taldlhaté

laborjaban végeztem, 2021-ben.

4.2 A mintavétel

Az élesztdgomba izolatumokat az  Elelmiszer-biotechnologiai * Kutatocsoport

torzsgyljteményeébdl kaptam. A mintakat -80 °C-on, Eppendorf csévekben taroltak.

4.3 Anyagok

e TBE puffer oldat (1. tablazat)

1. tablazat: 10X TBE puffer komponensei

Reakcié komponensek Mennviség 10x mixhez
TRIS (Tris-hidroximetil-aminometan) Base 108 g
Borsav 88 g
Na:EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) 93g
MQ viz 800 ml

e primerek:

GTGs: 5-GTGGTGGTGGTGGTG-3’
ITS1: 5-TCCGTAGGTGAACCTTGCGG-3'
ITS4: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

e Dream Taq Polimeraz
e DNS marker: GeneRuler DNA Ladder Mix

e Blue Juice (9 V/IV% 2-merkaptoetanol, 22,7 w/V% Szachar6z, 4,5 w/V% Natrium-
dodecil-szulfat, 0,01 w/V% Bromfenolkék) (Rakwal, 1999)



e Malt Extract Agar: 1000 ml desztillalt viz, 17 g malata, 20 g agar

o Agarozgél:
1,2%-o0s agarozgél: 50 ml 1x TBE Puffer, 0,6 g agardz, 2,5 pl EcoSafe festék
1%-o0s agarozgél: 25 ml 1x TBE Puffer, 0,25 g agardz, 1,25 ul EcoSafe festék

4.4 Mintak tapkozegbe oltasa

4.4.1 Tépleves készités

A tapleveshez 8,5 g-ot mértem ki a Merck altal gyartott Malt Extract Broth-bol egy Kern
Complexlab tipust analitikai mérleggel, majd hozzaadtam. 500 ml desztillalt vizet,
homogenizaltam, majd folyadékadagold segitségével 9 ml-t'adagoltam ki kémcsdvekbe.

Sterilizalashoz egy Biobase tipust autoklavot hasznaltam (121-°C, 20 perc).

4.4.2 Téptalaj készités

A szélesztéshez hasznalt szilard tapkdzeg eldallitasahoz, az el6zéekben leirt mdodon
eléallitott tapleveshez a VWR Chemical altal forgalmazott agarbol (Bacteriological Agar)
literenként 20 g-ot mértem hozzéa, majd sterileztem. A tapagart 55 °C-ra, majd sterilfiilke
(FASTER, BH-EN 2004) alatt Petri-csészékbe ontottem. Megszilardulas utan fejjel lefelé -

hogy a parasodast elkertiljiik = szobahdmérsekleten taroltam.

4.4.3 Beoltas

A malatalevest tartalmaz6 kémcsovekbe 100 pl-t pipettaztam a kiolvasztott élesztégomba
biomasszakbol (Y14, Y16, Y17, Y18, Y19, Y110, Y111, Y112, Y115, Y116, Y117, Y119, Y120,
Y121, Y122, Y123, Y124, Y125, Y126, Y127, Y128, Y129, YI30, Y132, Y133, YI34, YI35,
Y136, YI41, Y142) (3.abra), majd feliratoztam a kémcsoveket. A mintakat két napig

szobahdmérséekleten inkubaltam, hogy az élesztdgombak megfelelden felszaporodjanak.
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3.abra: A mintak egy része taplevesben (Sajat kép)

4.5 Klasszikus mikrobiologiai modszerek

45.1 Szélesztés

crer

sz€lesztést kellett alkalmaznom. A Petri-csészébenl1évé MEA (Malt Extract Agar) taptalajra
pipettaztam 1 mi-t a felszaporodott élesztégombaszuszpenziokbol, ezutan Bunsen-égo felett
kiizzitott szélesztOkaccsal szélesztettem a taptalaj feliiletére, majd szobahdmérsékleten 3

napig inkubaltam a lemezeket.

4.5.2 Biirker-kamras sejtszamolas

A Biirker-kamrés. sejtszamoléds egy kozvetlen mikroszkdpos sejtszdmoldsi modszer.
Els6ként a mintankbol egy 10x-es higitast végeztem fiziologias sooldat segitségével, majd a

Biirker-kamrat (4. abra) tartalmazo targylemezre helyeztem a fedélemezt.

a Y6 mm
V20 mm
X
b {
b =
Biirker-kamra, a — oldalnézetben; A Biirker-kamra beosztdsa

b — feliilnézetben

4. abra: A Biirker-kamra (Internet 2.)
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Pipetta segitségével a higitott mintat a fedélemez mellé cseppentettem, ami a feliileti
fesziiltség miatt beszivodott a Biirker-kamra belsejébe. Az objektiv 40x-es nagyitasi méretre
allitasa (400X-os nagyitas) utidn, mintankként 10 darab nagyobb méretli négyzetben
szamoltam meg a sejteket. A nagyobb oldalak hossza 0,2 mm, a targylemez és a fedélemez
kozott 0,1 mm, igy minden négyzet felett 0,004 mm3 oldat lesz. A sejtszdmokat 4tlagoltam,
majd felszoroztam az oldat mennyiségével. Az eredményt TKE/ml egységben adtam meg.
A sejtek szamanak milliliterben vald meghatarozdsa a szamlalé kamraval, | egy

altalanossagban vett ,,arany sztenderd”, referencia modszer (Rodrigues, 1993);

4.6 Mintak elokészitése a molekularis mikrobioldgiai vizsgalatokra

A kémcsovekben 1évo felszaporodott élesztégomba szuszpenziokbol 500 pl-t pipettaztam
Eppendorf-csovekbe, majd 500 ul steril glicerint ~adtam hozza a sejtek védelme
szempontjabol. Ezutan vortexeltem és -20 °C-onstaroltam a tovabbi felhasznalasig. Ezek a
mintak a ,,g” (glicerin) jel6lést kaptak és barmikor fel lehet hasznalni tovabbi kutatasokra a
jovoben is. Hogy molekularis biologiaimodszerekkel is vizsgalhassam az €élesztégombakat,
tovabbi 2 Eppendorf-csdbe pipettaztam-1000-1000 ul-t, centrifugaltam (12,000 rpm; 1 perc),
a feliiluszot lepipettaztam, majd az aljan letilepedett biomasszat -20 °C-on taroltam (5. abra).

Ezek a ,,B” jelolésti mintak, amikbdl késdbb DNS-t fogok kivonni kittek segitségével.

e e & YR
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=i o g ) ~ %/ " >~ ve) . 'tl N ’ep
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5. abra: Fagyasztasra varo mintak (Y116, Y117, Y119, Y120, Y121, Y122, Y123, Y124,
Y125) (Sajat fénykép)
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4.7 Molekularis mikrobiologiai modszerek

4.7.1 DNS izolalas

A DNS izolalasat kétféle Kittel végeztem el: az egyik a MasterPure Yeast DNA
Purification Kit — Lucigen, amely nagy molekulatdmegii DNS tisztitasra lett 1étrehozva
éleszté- €s mas gombakhoz, a masik pedig a Qiagen altal forgalmazott DNeasy UltraClean
Microbial Kit, amely segitségével élesztokbdl, baktériumokbol, gombakbol €s: egyéb
mikroorganizmusokbdl is el lehet végezni a DNS izolalasat. Mindkét Kittet a gyartoi

protokoll alapjan hasznaltam.

A MasterPure Yeast DNA Purification Kittel kezdtem, ennek els6 1épése volt, hogy a
biomasszakat tartalmazo Eppendorf-csévekbe 300--ul Yeast Cell Lysis Solution-t
pipettaztam, vortexeltem, majd 1 pl RNazt adtam hozzaés ijabb vortexelés kovetkezett.
Ezutan inkubaltam (15 perc, 65 °C) a szuszpendalt mintdimat egy Biosan, TS-100 Thermo
Shaker alkalmazasaval, hogy segitsem a sejtfalbontast, majd a mintakat jégre helyeztem 5
percre, hogy ledllitsam az enzimek mikodését. Hozzdadtam 150 pul MPC Protein
Precipitation Reagent-et, majd 10:masodpercig vortexeltem. Ezutan egy Hettich, Mikro 120
tipust centrifugaba helyeztem a.mintakat (10 perc, 10,000 rpm). A feliiluszot uj, steril
Eppendorf-csovekbe pipettaztam le, majd 500 ul izopropanolt adtam hozza. Vortexelés utan
ismét a centrifugaba helyeztem (10 perc, 10,000 rpm), majd az aljara leiilepedett DNS-r6l
lepipettaztam "a~feliiluszot. A pellethez 500 pl 70%-0s etanolt adtam, majd ismét
vortexeltem. Ujabb centrifugalas utan (10 perc, 10,000 rpm) lepipettaztam az etanolt. Végiil
35 ul TE Pufferban szuszpendaltam a DNS-t, és a fagyasztoba helyeztem a mintakat tovabbi

munkalatokra.

A DNeasy UltraClean Microbial Kit els6 1épéseként a felolvasztott biomasszahoz 300 pl
PowerBead Solutiont adtam, vortexeltem, majd MicroBead csébe pipettaztam. Ezzel a
1épéssel az oldatunk stabilizalasat és homogenizalasat segitjiik a PowerBead Solutionban

talalhato asvanyi sokkal és pufferrel. Kovetkezo 1épésként 50 pl Solution SL oldatot adtam
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hozza a mintakhoz. Ez a benne talalhat6 anionos detergens (SDS) segitségével a lizist segiti
a zsirsavak és lipidek lebontdsaval a membranbol. Ezutan a mintakat egy horizontalis
vortexen (MO BIO Vortex-Genie 2) razattam 10 percig, amely soran a kémiai mellett,
mechanikai sejtfeltaras is torténik. Ezutan vortexelés kovetkezett (30 masodperc, 10,000
rpm), amely soran a sejttormelék az aljara keriil, a DNS viszont a feliilaszéban maradt. 300
ul feliilaszot 2 ml-es steril Eppendorf-csébe pipettaztam, majd hozzaadtam 100 ul Solution
IRS oldatot, vortexeltem, majd inkubaltam (5 perc, 4 °C). A Solution IRS kicsapja. a
sejttormeléket és fehérjéket, amelyek késébb megzavarhatnak mérések pontossagat. Egy
centrifugalas (1 perc, 10,000 rpm) utan a feliiluszot egy steril Eppendorf-csébe pipettaztam.
Ezutan 900 ul Solution SB-t adtam a pellethez, amely a kovetkezd Iépésben szerepld
membranhoz valo kotédését segiti a DNS-nek, majd vortexeltem. Ezutan. MB.Spin Column
csovekbe pipettaztam 700 pl-t a szuszpenziobol, majd centrifugéltam (30 masodperc, 10,000
rpm). A membran tetején csak a DNS maradt, minden egyéb atsziir6dott anyagot elontottem
a cs0 aljabol. A maradék szuszpenzidt szintén a membranra juttattam, majd megismételtem
a centrifugalast. A folyamat utan 300 ul Solution /MD4 oldatot adtam hozza, majd
centrifugaltam (30 masodperc, 10,000 rpm). A Solution MD4 egy etanolos oldat, amely
tisztitja a DNS-t, valamint segiti a kotddését a szilika-membranhoz. Az atsziirt oldatot
kiontottem, majd ismét centrifugaltam (1.perc, 10,000 rpm). igy eltavolitottam az etanolos
oldatunkat, ami kés6bb megzavarna.a tovabbi vizsgalatokat. Végiil 50 ul Solution EB-t
pipettaztam a membransziré kozepére, amely kioldja a DNS-t a membranrdl, majd
centrifugalas (30 masodperc, 10,000 rpm) kovetkezett. A DNS-t tartalmazé Eppendorf-

csoveket ezutan -20 °C-0s fagyasztoba raktam. A folyamatot roviden a 6. abra illusztralja.
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6. abra: A DNeasy UltraClean Microbial Kit

rovid folyamatabraja (Internet 3.)

4.7.2 DNS koncentraci6 meghatarozéasa

crer

spektrofotométert (7. abra) hasznaltam. A NanoDrop késziilék elénye, hogy mikroliteres
mintamennyiség sziikséges Csupan a méréshez. A purinnak 260 nm hullamhossz alatt, a
pirimidinnek valamivel 260 nm felett van az abszorbancia-maximumuk, ezért a DNS

bazisosszetételétol is fiigg a maximalis abszorbancia.
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7. abra: NanoDrop® (Sajat kép)

Els6 1épésként blankoltam a késziiléket: TE Pufferral a MasterPure Yeast-Kittel végzett
mintaknal, és Solution EB-vel a DNeasy Microbila Kittel izolalt-mintaknal. A DNS
szuszpenziobol 2 pl-t pipettaztam a késziilék mérdcellajara, lecsuktam a tetejét, és 260/280
nm és 230/260 nm hullamhosszon lemértem az abszorbanciat, amibél a miiszer ng/ul

mértékegységben megadta a nukleinsav tartalmat.

4.7.3 Repetitiv PCR

A repetitiv PCR (Repetitive Polymerase Chain Reaction) egy olyan innovativ eljaras,
amely soran a nukleinsavbantermészetesen eldfordul6 konzervativ ismétl6dé szekvenciakat
egy primer és egy polimeraz segitségével amplifikalom. Ezek az ismétlddo szakaszok a
kiilonbozé  élesztégombaknal kiilonb6z6 tavolsagokra vannak egymastol, kiilonbozo
helyeken, igy gélelektroforézissel kiilonb6zd mintdzatot adnak. A mintdzat alapjan az
azonos /esoportba tartoz6 mintak koziil elég csupan egyet szekvenalasra kiildenem a
koltséghatékonysag végett.

A DNS templat amplifikaland6 szakaszahoz az univerzalis (GTG)s oligonukleotid primer
5’- GTGGTGGTGGTGGTG-3" kot (Simonetta Visintin, 2016). A replikaciot egy
termostabil enzim végzi, a Dream Taq Polimeraz. Az 4j lanc a ANTP-bdl fog felépiilni,
amelyben kiilonb6z6 nukleotid trifoszfatok talalhatoak. A szétnyilt DNS-szalat a DMSO
fogja stabilizalni. A Dream Taq Pufferunk biztositja a megfelel6 reakciokoriilményeket (pH)

a polimeraznak.
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Az rep-PCR mix 0OsszetevOit (2. tablazat) egy sterilfiilke alatt mértem ossze, UV
sterilizalas utan, fokozottan tligyelve a befertdzddés elkeriilésére. Ennek ellenérzésére egy
minta nélkiili negativ kontrollt is 6sszemértem. A mérést egy Eppendorf Mastercycler nexus
GX2 (8. abra) tipusu késziilékkel végeztem, egy elére determinalt program alapjan. A

program hoprofilja a kovetkezé volt:

kezdeti denaturalas: 95 °C - 6 perc
denaturalas: 95 °C - 30 masodperc (30 ciklus)
annellalas: 40 °C - 1 perc (30 ciklus)
extenzio: 71 °C - 8 perc (30 ciklus)

veégso extenzid: 72 °C - 16 perc

© o~ w DD E

hités, tarolas: 4 °C

8.4bra: Masfercycler nexus GX2 (Sajat kép)

2 tablazat: A rep-PCR 0Osszetevoi egyszeres mintara

Komponensek (ub)
MQ viz 27.5
dNTP 10
Dream Taq Puffer 5
DMSO
(GTG)s primer
Dream Taq Polimeraz 0,5
templat (minta) 3
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4.7.4 Gélelektroforézis

Az agaroz gélelektroforézis széles korben elterjedt modszer a DNS, RNS, vagy
fehérjemolekulak szétvalasztasara. Alapja a DNS fragmentumok kiilonb6z6 mértéki
elvandorldsa a porozus agar6z matrixon. Az elvandorlast a rendszerre csatlakoztatott

elektromos mez6 indukalja, egy elektrolit alapu puffer segitségével (9. abra).

Power supply

Agarose Gel Electrophoresis s @&

i
sample
wells

© electrode

>
-
-

\
direction
of movement @ electrode

buffcr/

solution Electrophoresis tank

9.abra: Az agardz gélelektroforézis (Internet 4.)

Els6 1épésként elkészitettem a gélt:'50 mI ' TBE Pufferhoz adtam hozza 0,6 g agardzt, majd
mikrohullamu siitdben felmelegitettem €s homogenizaltam az oldatot. Miutan kissé lehilt,
hozzaadtam 2,5 ul EcoSafe DNS festéket. A gél megszilardulédsa eldtt egy fésiit helyeztem
bele, amely késobbi eltavolitasa utan a zsebeket fogja eredményezni. 15 perc szaradas utan,
a gélt TBE Puffert tartalmazo keretbe helyeztem, és bet6ltottem a mintakat. Az els6 zsebbe
a GeneRuler DNA Ladder Mix keriilt, az utolsoba pedig egy negativ minta, hogy a
szennyezoddeést kizarhassuk. A kozottiik 1évé zsebekbe kertiltek a mintak. Minden zsebbe 7
ul mintakertilt be 6sszeszuszpendalva 3 pul interkalalo Blue Juice festékkel. Az anod és katod
felhelyezése utan 90 percen keresztiil futtatam a mintakat 80 V-on.

A futtatas végeztével egy Slite 200W GelDoc tipust késziilékbe helyeztem a gélt, ahol
595 nm hullamhosszon vilagitottam meg UV fénnyel. Az sugarzas hatasara a fluoreszcens

festéket gerjesztettiik, a DNS fragmentumok pedig szabad szemmel is detektalhatova valtak.
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475 ITS-PCR

Az ITS-PCR soran az amplifikdlni kivant szegmensiink egy ITS régi6é (Internal
Transcribed Spacer). Schoch és munkatarsai (2012) megallapitottak, hogy a rRNS-t kodolod
szakaszok kozott elhelyezkedé ITS régid univerzalis DNS-vonalkddnak tekinthetd a
gombak esetében. Ezek a régiok kedvezbek a szelektiv folyamatokhoz, hiszen kis méretiik
ellenére az egymadssal kozel rokonsagba tartozd fajok kozt is egyértelmii eltérések
figyelhetéek meg a bazissorrendjiikben, igy gyors, egyszerli a munkavégzés. A kisérlet
osszemérése (3. tablazat) soran ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTTGCGG-3  és ITS4 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3" primereket haszndltam. A program hdprofilja a

kovetkez6 volt:

kezdeti denaturélés: 95 °C - 5 perc
denaturalés: 94 °C - 30 masodperc (50 ciklus)
annellalas: 48 °C - 30 mésodperc (50 ciklus)
extenzio: 72 °C - 40 masodperc(50 ciklus)

veégso extenzid: 72 °C - 10 perc

I L o

htités, tarolas: 4 °C

3. tablazat: Egy mintara vonatkoztatott ITS-PCR mix

Komponensek {(ul)
MQ 28
dNTP 10
Taq puffer 5
DMSO
primerek (ITS1. ITS4) 0.5-0.5
MgCl, 15
BSA 0.5
Taq polineraz 0.2
templat (minta) 3

A reakcid6 sikerességét elektroforézissel ellendriztem (1% agaroz gél).
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4.7.6 DNS szekvenalas

Az eredmények csoportba rendezése utdn, a csoportokbdl 1-1 mintat kiildtem
szekvenalasra. A szekvendlast a Baseclear nevii holland cég végezte el. A kapott ITS
szekvenciat MEGA11 (10. abra) programmal vizsgaltam. A Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA) szoftver, egy asztali alkalmazas, amivel 6sszehasonlit6 analizist
lehet végezni a homolog génszekvencidk kozott, akar azonos géncsaladbol valdak, akar
kiilonboz6 fajboél szarmaznak (Sudhir Kumar, 2008). Igy a DNS- és fehérjeevolucios
kapcsolatok konnyen feltérképezhetéek. A szekvencidkat egyesével megnyitottam a
Megall programban, ahol egy elektroferogram jelent meg, amelyen a migracids idd
fiiggvényében lathatjuk az abszorbanciat, a bazissorrendel. Az elsé nagyjabol 30 bazispar
utani bazissorendet, koriilbeliil a 350. parig befejezoleg FASTA formatumban mentettem,

és bemasoltam a YeastIP adatbazisaba.

Toe eyt Dozuments| MEGA X Exsmmplest ABI01 abi)
Edit
n
0
KATAAACTCGACAATGA TT c
f

|
! Ao o

SBL = 086146980

= » & @ @ ¥ © o l‘x‘[

10.abra: A MEGA program feliilete (Internet 5.)

4.7.7 ~YeastIP

A'YeastIP egy olyan ingyenes program, amely a CIRM (International Center of Microbial
Resources) adatbankjan keresztiil tobb-ezer €lesztdgomba torzs filogenetikai kapcsolata
vizsgalhato. A YeastIP tehat egy egyedi adatbazis, amely taxondmiai informaciok mellett
segiti a felhasznalokat a taxondmiai analizisiikhoz (Stéphanie Weiss, 2013). A program tehat

a mintak szekvencidja és az adatbankban tarolt szekvenciak kozott keresi az azonossagot.
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5 KISERLETI EREDMENYEK

5.1 Szélesztés eredménye

A Petri-csészékben vald szélesztés utan a mintak szobahdémérsékleten novekedtek 3
napon keresztiil a MEA (VWR) taptalajon (a 4 penészgombaval nagyon befert6z6dott lem

csak az élesztdgomba telepek szinének bemutatdsara csatoltam, ezeket a képeke
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-y

)
12. 4bra: Az élesztotelepek morfologidja 2. '@)
A telepek vizsgalata utan két csoportra tudtam oszt x& l6gia alapjan a mintékat.
Az els6 csoportban krémes allagu, lazac- rozsas21 k néttek ki. Ebbe a csoportba
harom tenyészetet soroltam (Y16, Y19, YI3 1k csoportban fehér, viszonylag
szabalyos kor alaku, kiilon allo telepek t alkotd.€lesztdket figyeltem meg.

A mintéak koziil harom (Y18, YI% nem novesztett telepeket, igy ezekkel a

mintakkal nem dolgoztam a l%

enye

A sejtszamlalast Biirker-kamra segitségével végeztem, 40X nagyitdson. A mintakbdl tizes
higitas keAX@ de az eredményeket tartalmazo tdblazatban (4. tdblazat) mar az eredeti
mintara vonatkoztatott TKE (telepképzd egység) van feltiintetve.

O

22



4. tablazat: A Biirker-kamras sejtszamolas eredménye

Mintaszim | TEE/mL

YI4 1,40x107
YI6 9,25 x10°
YI7 7,75 x10%
Y19 108107
YI10 1,20x107
Y11 [2,95 %107
Y115 |1.25x107
Y116 |1,68x107
Y17 |1.80x107
Y119 |1,33 %107
Y120 5,75x10%
Y121 |1,60x107
Y122 |1,53 %107
Y123 |1,03 %107
Y124 [4,00x10%
Y125 [8,74 x10%
Y126 |1,00x107
Y127 |1.15x107
Y128 |1,19x108
Y129 |1.63x107
Y130 2,28x107
Y133 6,75 x1Q%
Y134 2,53 %107
YI33 9,50 x10%
Y136 2,50x10%
Y41 [8,50x10%
Y142 [1,68x107

Az ¢lesztégomba torzsek szaporodasi kapacitasdban adott koriilmények kozott nem
tapasztaltam jelentés kiilonbségeket, mindegyik vizsgalt torzs 2,5x10° és 2,95x107 tke/ml
koncentraciot ért el azinkubdacid végére, egyediil az Y128-as torzs ért el egy nagysagrenddel
magasabb, 1,19x108 tke/ml értéket.

5.3 DNS kivonas eredménye

A DNS kivonast kovetéen NanoDrop spektrofotométer segitségével mértem meg a
nukleinsav koncentraciot, mind a MasterPure Yeast DNA Purification Kittel, mind a DNeasy
UltraClean Microbial Kittel végzet extrakcio esetében. A vizsgalatot 230 nm és 280 nm

kozotti hullamhossztartomanyban végeztem.
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5. tablazat: A mért DNS koncentraciok (ng/pl)

DNS koncentraciok (ng/ul)

Mintik MasterPure Yeast DNA Purification Kit DNeasy UltraClean Microbial Kit
T4 79,1 34,2
Y16 123 28,5
Y17 316,9 2
Y19 102,1 8o

YI10 323,3 6,3

Y111 399,5 74
Y113 141,3 44
Y116 78,3 11,5
YI17 165,4 3,3

YI19 1154 3,2
Y120 31,2 52
YI21 39,8 1,2
Y122 58,8 27
Y123 35,9 0,3

Y124 32,8 18
Y123 104.5 2

Y126 39,7 0,7
Y127 56,2 1,2
Y128 BE,0 07
Y129 51,8 13

Y130 55,5 29
Y133 25,5 20,4
Y134 57,7 5,2
Y133 21,3 12,4
Y136 29,2 14,6
Y141 76,4 14
Y142 1267 4

Az eredményekbdl leolyashato, hogy az élesztégomba mintaknal a MasterPure Yeast
DNA Purification Kittel végzett extrakci6 joval nagyobb nukleinsav koncentraciot adott,
mint a DNeasy UltraClean Microbila Kittel valé6 DNS kivonas. E16bbinél a legkisebb mért
koncentracio 21,3 ng/ul, a legnagyobb 399,5 ng/ul volt, utobbinal 0,7 ng/ul és 34,2 ng/ul
kozotti értékeket kaptunk. Az eredmény igazolja, hogy ezt a kittet kimondottan az gombak

DNS-¢ének kivonasara ajanljak.

54 REP-PCR eredménye

A REP-PCR (Repetive Polimerase Chain Reaction) minden mintara el lett végezve, ennek

sikerességét agardz

megvilagitassal, szabad szemmel lathatjuk az amplifikalt fragmentumokat, azok szamat és

gélelektroforézissel ellendriztem. Ezzel a modszerrel
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méretét. Az elsd futtatds eredményén (13. abra) jol lathatod, hogy az utolsd zsebben 1évo
negativ mintanal nem jelentek meg fragmentumok, ezek szerint nem volt szennyezddés a
reakcidelegy komponenseiben és az 0sszeallitds soran. Az elsé zsebben 1év6 ,,M” jelzésti

minta a DNS marker, az utolsoba a negativ minta kertilt.

13. dbra: A REP-PCR eredménye (mintak: DNS'marker, Y134, Y127, YI15, YI36, Y121,
Y128, Y123, Y124, Y135, Y122, negativ minta) (Sajat kép)

A futtatasokat elvégeztem a MasterPure Yeast DNA Purification Kittel és a DNeasy
UltraClean Microbial Kittel izolalt mintaknal is, és az eredményekbdl az lathato, hogy a
REP-PCR mindkét-esetben sikeresnek bizonyult (14. dbra). A mintaszam utan talalhat6 ,,y”
jelolés az éleszté (yeast), a ,,b” jelolés a baktérium szot jeloli, utalva a két kittre. A
mintazatok. alapjan elmondhat6, hogy fiiggetleniil att6l, hogy a gombak DNS-ének
izolalasara. fejlesztett kittel jobb DNS kihozatal volt elérhetd, mint a baktériumokra
fejlesztett Kittel, a rep-PCR vizsgalatokhoz mindkét DNS mindsége és mennyisége

elegenddnek bizonult, mert a mintdzatokban nem talaltunk kiilonbséget.
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Yieb Yiéy YI7b YIi7y YISb YI9y

=P

14. abra: A két Kittel elvégzett REP-PCR eredménye
(Y16, Y17, Y19) (Sajat kép)

A futtatas utan csoportokba rendeztem az azonos mintazatot adé mintakat (15. abra).
fgy 6sszesen 14 csoportot kiilonitettem el meg.az:9sszesen 27 mintabol (6. tablazat). Az
egy csoportba keriil6 mintdzatoknal azt feltételezhetjiik, hogy az élesztégombak azonos

fajba tartoznak.

15. 4bra: A 9. csoportba tartozé mintak (Sajat kép)
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6. tablazat: A REP-PCR 14 csoportja

Csoport Minta
1. Y14, YT10
2 Y17
3. YI6
4 Y19
5. YI11, Y135
6. YI15, Y116, Y117, Y119, YI22
7. YI20
8. Y121
9. Y123, YI25, Y126, YI27, YI28, Y129
10. Y124
11. YI30
12. YI33 V141
13. Y134, Y136
14. Y142

A vastagon szedett 14 mintaval dolgoztam tovabb. A kivalasztott torzsek reprezentaljak
a csoportjuk tobbi tagjat az azonositasukra iranyul6 tovabbi vizsgalatokban.

5.5 ITS-PCR eredménye

Az ITS-PCR eredményének ellenorzését szintén gélelektroforézissel végeztem. Az
Osszes mintanal megjelentek az ITS régiok az 500 bp (bazispar) jelz6 marker-vonallal
nagyjabol egy magassagban, beszennyezés sem tortént, igy az amplikonok alkalmasak

voltak a szekvenalasra.

5.6 Szekvenalas eredményei

A kapott szekvenciakat a MEGA11 nevii szoftverrel dolgoztam fel (16. abra) majd a
kivagott bazissorendet a YeastIP nevill bioinformatikai adatbank segitségével azonositottam.
Aprogram az adatbazisban tarolt és az altalunk beillesztett szekvencia kozotti hasonlosagot

mutatja szazalékban (17. abra). Minél nagyobb a szazalék, annal nagyobb a hasonldsag.
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- a x

m TraceEditor (C\Users\Balint\DocumentshAaszakdoga\szekvenciaki83_Multiple_V213511083.ab1)

Data  Edit Search Display  Help
E=R80«00x a8 &« aF []

10 20 30
C/AA 4/C A CAACACC TAAAAT CT G CATATAGCATATAGTCGACAAGAGAAATCTACGAAAAACAAACAAAACTTT

16. abra: Az Y122 minta elektroferogramja (Sajat kép)

Identification result

Your job Query matches with Diuting pseudorugosa sequence with identities : 269/281 (95%)
The database contains marker ACT1 and LSU D1/D2 for this strain.

Select number of species: [10 | | Marker table |

Select ﬂnh.r first sequences to retrieve it in a fasta file: | Get fasta sequences |

17. abra: Az YI7 minta szekvencidjanak dsszehasonlitasa a YeastIP
adatbankjaval (Sajat kép)

A 27 darab izolatumbdl 14 kiilénb6z6 fajt azonositottam (7. tablazat)
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7. tablazat: Az azonositott fajok

Mintaszam Faj
Yi23 Pichia fermentans
¥YI25 Pichia fermentans
YI26 Pichia fermentans
Yiz7 Pichia fermentans
YI2EB Pichia fermentans
Yiz9 Pichia fermentans
Y115 Pichia kudrigvzevii
Y16 Pichia kudrigvzevii
Y17 Pichia kudrigvzewii
Yil9 Pichia kudriavzew
Yi22 Pichia kudrigvzewii
Yid Diuting catenuiata
YI10 Diuting catenwiara
Y11 Saccharomyces cerevisiae
Y135 Soccharomyces cerevisioe
Y133 Debaryomyces hansenii
Y4l Debaryomyces hansenii
Yi34 Torulaspora delbrueckii
Yi3& Torulaspora delbrueckii
Yo Botryozyma mucatilis
Yi7 Diuting pseudorugosa
Y9 Candido oregonensis
Yi20 Pichia manshurica
Yi21 Pichia kluyveri
Y24 Kregervanrija fluxuum
YI30 Kluyveromyces marxianus
Y42 Kozachstania bulderi

5.7 Az azonositott élesztégombak rovid jellemzése

A mintdk az Ascomycota (Tomldsgomba) torzshoz tartoztak, azon belil is a
Saccharomycetales rendhez. Ez az egyetlen rend a Saccharomycetes osztalyon beliil, és 16
csaladot foglal magéba. Poliszacharid burok nélkiili, jol fejlett micélium jellemzd rajuk. A
hosszukas vagy ellipszoid aszkuszok a gametangiumok fuziojaval jonnek létre. Ezek az
¢lesztOk fontos ipari és biotechnoldgiai folyamatokért feleldsek, beleértve a siitést, a
sorfézést és a rekombinans fehérjék szintézisét (Sung-Oui Suh, 2006). A mintaink 10
nemzetségbdl szarmaztak, ezek eloszlasat az 18. dbra szemlélteti.
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Kluyveromyces _Kazachstania
4% _

4%
Kregervanrija_ |
4% \
Candida '
4%
Botryozyma_

4%
Pichi
48%

Debaryomyces '
T

Dintina
11%

18. abra: Az ¢lesztdgombak nemzetségi closzlasa

A 27 élesztéminta nagy diverzitast mutatott faji szinten. A Pichia fermentans 22%-ban
(6 darab) volt jelen, majd a Pichia kudriavzevii. 18%-ban (5 darab), utana a Diutina
catenulata, a Saccharomyces cerevisiae, a Torulaspora delbrueckii és a Debaryomyces
hansenii 7%-ban (2 darab). A maradék 32%-ot a Kazachstania bulderi, a Kluyveromyces
marxianus, a Kregervanrija fluxuum,a Pichia kluyveri, a Pichia manshurica és a Candida

oregonensis egy-egy torzse teszi ki (19.-abra).

Diutina pseudorugosa  Botryozyma mucatilis
Candida oregonensis _ 4% | 4%
4% E

 Pichia fermentans

Pichia manshunm____ 9%

4%

Pichia kluyveri___
2%

Kregervanrija fluxuum
4% B

Klwyweromyces mardanus _——— |
4%

Kazachstania bulderi
4% - . . .
“—_Pichia kudriavzevii
18%

Debaryomyces hansenii _. .
7%

Torulaspora delbrueckii | | ~~—_Diutina catenulata
T% %

19. ébra: Az élesztéfajok szazalékos eloszlasa
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A Pichiaceae csaladjaba tartozé Pichia kudriavzevii (korabbi nevén: Candida krusei)
(Douglass, 2018) egy fakultativ, sargasfehér telepeket alkoto, katalaz pozitiv élesztégomba.
(pH, gombadlészerek). Nagy mennyiségii etanolt allit eld, igy a biolizemanyag gyartashoz,
valamint szamos fermentalassal késziild ételhez és italhoz is hasznaljak. Embereknél
okozhat csecsemOkori hasmenést és akar szisztémas megbetegedéseket is. Izolaltdk mar
sOrbol, tejtermékekbdl, borrdl és allati székletbdl is.

A Pichia fermentans sarjadzassal szaporodo, krém-, vagy sargésszinii telepeket alkotd
¢élesztd. A gliikozt fermentalja, igy hasznaljak szeszesitalok készitésénél, de’Alexander de
Silva Vale és tarsai (2019) munkdjabdl kideriil, hogy a kavészemek fermentalasat is segiti.
Megtalalhatoak az emberi bor feliiletén, de talaj és vizmintdkbol is mutattdk mar ki. A
sz0l6szemek feliiletén is gyakran eléfordul.

A Pichia manshurica el6sszor 1914-ben lett izolalva Saito altal (Mikata Kozaburo, 2000).
A hagyomanyos fermentalassal késziil ételekben gyakran megtalalhatd. Vordsborbol is
Kimutattak (Saez, 2011), mert ill6 fenolokat képez, amelyek igen kellemetlen szagot és izt
kolesondznek a bornak.

Pichia kluyveri enyhén gomb formaj, 2-10 pm nagysagl élesztégomba. Glikozt
fermental, de a keletkez6 etanolnak viszonylag alacsony a kihozatala (0,36g etanol/1 g
cukor). Sorok erjesztéséhez hasznaljak, boroknal illo fenolokat képezhet.

A Diutina catenulata- (korabbi nevén: Candida catenulata) a Metschnikowiaceae
csaladba tartozé ¢élesztégomba, ami rancos, krém szinii telepeket képez Sabouraud dextr6z
agaron. A, galaktozt és a gliikkozt bontja. Emberekbdl és allatokbol is kimutattdk mar
jelenlétét (Rosema Santin, 2012), és habar élesztd patogén gomba, embereknél nagyon ritkan
okoz megbetegedeést.

A Diutina nemzetséghez tartozo Diutina pseudorugosa (korabbi nevén: Candida
pseudorugosa) kerek vagy ovalis, fehér sejtekkel rendelkezik, és sarjadzassal szaporodik. A
vele kozeli rokonsagban allo Diutina rugosa mellett a D. pseudorugosa is opportunista
¢lesztdgomba, mar klinikai mintdkbdl is kimutattdk (Ming, C., 2018). A cukrot fermentalja
etanolld, igy szamos helyen fellelhet a kornyezetben.

A Metschnikowiaceae csaladjaba tartozo Candida oregonensis igen dominans éleszt6faj.

Féleg a gliikkozt bontja, de a fruktozt és a malatat is tudja fermentdlni. Vildgszerte
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megtalalhato a gyiimolcsok feliiletén, az emberi €s allati bélrendszerben, de Gjabb kutatasok
kimutattak, hogy a ganajturok emésztérendszerében helyet foglalva, szimbiotikus
kapcsolatot 1étesithetnek a bogarakkal (Stefanini, 2018).

A Botryozyma mucatilis egy lazacszinii, krémes allagt, 2-4 um nagysagu, sejtvégen
sarjadzassal szaporodé élesztégomba a Trigonopsidaceae csaladbol. Az egyetlen mintank
volt, melyet nem a Saccharomycetaceae vagy a Metschnikowiaceae/Debaryomcetaceae
csaladba tartozik. Kordbban a Panagrellus dubius fonalférgek felszinérdl izolaltak Oregon
allamban (Kerrigan, 2004).

A Saccharomyces cerevisiae a legelterjedtebb élesztégomba a vilagon. Fakultativ
anaerob szervezet, amely a cukrot alkoholl4 alakitja. Boroktol kezdve, sorfozéshez, siitéshez,
desztillalt italokhoz, teakhoz is hasznaljak, valamint a bioetanol gyartas legfontosabb eleme
(Walker és Walker, 2018). Sejtszerkezeti alapelemei, a ‘makromolekula szintézis, a
kromoszéma replikacidé és a kromoszoéma szegregicidja magymértékben homolog a
magasabb rendii névényi és allati sejtekkel, ezért Parapouli €s tarsai (2020) kimutattak, hogy
jO0 mintaszervezet ¢s értékes eszkdz az alapkutatasok minden teriiletén.

A Kluyveromyces marxianus (CBS 712) a Saccharomycetaceae csaladjaba tartozo
¢lesztégomba. Sejtjei ovalis vagy hosszikasak, agaron krémes szinii, fényes sima telepeket
alkot. Szamos helyen kimutattak mar a kérnyezetbdl. Hidrolitikus enzimeket valaszt ki, igy
a késobbiekben alkalmas lehet a CBP-re (Consolidated Bioprocessing). Aerob kdrnyezetben
szubsztratok széles skalajat tudja  hasznositani. Tequila készitéséhez eldszeretettel
hasznaljak specialis fruktanaz termelése miatt, amivel cukrositani is tud az etanol képzése
mellett (Flores és tarsai, 2013)

A Kregervanrija fluxuum (korabbi nevén: Pichia fluxuum) telepeinek szine krémes,
feliilete durva, szaraz hatast. A K. fluxuum volt az elsé jegyzett aszkosporas tagja a
Kregervanrija nemzetségnek, késébb pedig a csalad tipusfajava valasztottak (Kurtzman,
2006). A gliikozt alakitja at. Romlott ételeken, italokon tobbszor azonositottak, de Kantor és
tarsai (2016) borbol is kimutattdk mar.

A Debaryomcetaceae csaladjaba tartozoé Debaryomyces hansenii krémes szinti, durva,
szaraz telepeket alkot agaron. Megtalalhatd természetes szubsztratokban és sajtok széles
korében, de izolaltdk mar dceanbdl is. A D. hansenii 0zmo-, halo-, és xerotolerans élesztd
(Breuer, 2006), és ezen kiviil szamos toxint termel és meg is tiir a kornyezetében. Igen kis
mértékben fermentél, azonban anaerob koriilmények kdzott is képes a novekedésre (Visser,

1990). Erdemes még megemliteni, hogy nagy mennyiségben termel és halmoz fel lipideket.
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A Torulaspora nemzetség legtobbet tanulmanyozott tagja a Torulaspora delbrueckii.
Agaron fehér, fényes, sima telepeket alkot. Opportunista patogénként tartjak szédmon,
izolaltak talajbol, novényekrdl és rovarokrol is. Szdmos ételhez és italhoz hasznaljak, de
leginkabb a boraszatban hasznositjak, hiszen jelenléte szdmos elénnyel jar a bor végsé
mindsége szempontjabol (Ramirez és Velazquez, 2018).

A Kazachstania bulderi (korabbi nevén: Saccharomyces bulderi) a Saccharomycetaceae
csaladba tartozo élesztdgombafaj. Alacsony pH-n torténd fermentacidkhoz jol hasznalhato,
hiszen pH 2.5 és 5 pH kozott is tud szaporodni. Mutattak mar ki anaerob kukoricaszilazsbol

(Wang ¢és Sun, 2021). Urien ¢és tarsai (2019) kinai farmerek kovaszabol mutatta ki.
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6 OSSZEFOGLALAS

A kutatds soran a Magyar Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem (MATE), Elelmiszer-
biotechnologiai Kutatocsoportja 30 darab ismeretlen eredetii élesztdgomba izoldtumot
bocsajtott a rendelkezésemre a torzsgyljteményiikbol. Célom az volt, hogy a kapott
¢lesztOmintakat faj szinten azonositsam. A -80 °C-on tarolt izolatumokat folyékony 'és
szilard tapkozegen felszaporitottam, mikroszkdp segitségével Petri-csészében vizsgéltam,
majd Biirker kamraval sejtszamlalast végeztem rajtuk. Harom minta (Y18, Y112, YI32) nem
mutatott telepképzést, igy dket a késdbbiekben nem hasznaltam. A nukleinsavak tisztitast a
Lucigen cég MasterPure Yeast DNA Purification Kitjével, amit kifejezetten ¢lesztokhoz
ajanlanak, és a Qiagen cég DNeasy UltraClean Microbial Kitjével végeztem, ami szélesebb
korben hasznalhat6 a mikroorganizmusok kozott. A folyamat sikerességét spektrofotométer
segitségével ellendriztem, amibdl egyértelmiien kideriilt, hogy az ¢élesztégombakra
specializalt MasterPure kit, nagysagrenddel nagyobb DNS koncentraciét eredményezett, igy
a késobbiekben ¢lesztogombak DNS izolalasahoz az élesztés kit hasznalatat javaslom.
Ezutan rep-PCR ¢és ITS-PCR segitségével ampifikaltam a nukleinsavak természetesen
1smétloédo régioit, majd gélelektroforézis segitségével valasztottam szét a fragmentumokat.
A kivont DNS rep-PCR gélképe mind a két kit esetében az Osszes mintanal azonos
mintazatot adott. A Kkapott nukleinsav-mintazatokat csoportokba rendeztem, és a
csoportokbdl 1-1 mintat szekvenalasra kiildtem egy kiilsés cégnek. A kapott szekvencidkat
a MEGAI11 program-segitségével Osszehasonlitottam az ingyenesen hozzaférhetd online
adatbazissal.

A mintak azonositottam, és rovid elemzést végeztem rajtuk. A 27 darab izolatumot
Osszesen. 14, fajként azonositottam. Az azonositott élesztdgombdk a késdbbiekben

felhasznalhatoak egyéb vizsgalatokra.
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Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Elelmiszertudoméanyi és Technolégiai Intézet
Alkalmazott biotechnologia, Biomérndk BSc.
Biomérnok és Erjedésipari Technoldgia Tanszék

Holl6 Balint

Elesztdgomba izoldtumok azonositasa

A szakdolgozatom célja a Magyar Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem, Elelmiszer-
biotechnologiai  Kutatdcsoportjanak  torzsgytjteményébdl rendelkezésemre  bocsajtott
¢lesztdgomba izolatumok faj szintli azonositasa volt. A vizsgalatokat a kutatocsoport Budapest,
II. kertileti laboratériuméban végeztem.

Az azonositashoz klasszikus, €s molekularis mikrobiologiai modszerekkel végeztem
kisérleteket. Feladataim sordn 30 mintaval dolgoztam. Elsé 1épésként Petri-csészén
szélesztettem  tdplevesben  szuszpendalt mintdkat, majd 3  napig inkubaltam
szobahdmérsékleten. A telepek dontd tobbsége hasonld, fehér, sima, kor alaka volt, 3 darab
minta pedig lazac-rozsaszin, krémes allagu telepet alkotott. Volt harom minta, amely nem
alkotott telepeket, igy ezekkel nem dolgoztam tovabb. Ezutan Biirker-kamra segitségével
kiszamitottam az élesztogombak telep képzd egységet milliliterenként (TKE/ml). A DNS
izolalast két Kittel végeztem el, az egyik a Lucigen cég altal forgalmazott MasterPure Yeast
DNA Purification Kit, amit élesztd, és mas gombakhoz ajanl a gyartd, a masik pedig a Qiagen
cég DNeasy Ultraclean Microbial Kit-je, amit a gombak mellett baktériumokhoz és egyéb
mikroorganizmusokhoz is lehet hasznalni. A gyartoi protokoll alapjan elvégeztem a nukleinsav
kivonast, sikerességiiket pedig NanoDrop spektrofotométer segitségével vizsgaltam 230-280
nm hulldmhossz tartomanyban. Az eredmények egyértelmiien azt mutattak, hogy a MasterPure
Yeast DNA Kit nagyobb hatékonysidggal miikddik az élesztégombédknal, mint a Qiagen
terméke, mivel nagyobb DNS koncentraciot mértem.

Ezt kovetden rep-PRC és ITS-PCR kovetkezett, mely soran a DNS-ben talalhato
természetesen ismétlodd szekvencidkat amplifikdltam, univerzélis primereket (a rep-PCR
esetében a (GTG)s, az ITS-PCR esetében az (ITS1 és ITS4) A lanchosszabbitas sikerességét
agaroz gélelektroforézissel ellendriztem A kapott mintazatokat UV fény alatt detektaltam, majd
hasonlosag alapjan csoportokba rendeztem. A két DNS kivono kit rep-PCR mint4zata az 6sszes
minta esetében azonos mintazatot adott. A koltséghatékonysag végett csoportonként 1-1 mintat
kiildtem a Baseclear nevii cégnek, ahol elvégezték a DNS szekvenalast. Az igy kapott

szekvencidkat a MEGA11 nevi illesztéprogram segitségével elemeztem, majd a kapott



szekvenciadkat az interneten keresztiil ingyenesen elérhetd YeastIP bioldgiai adatbankjdban
tarolt DNS szekvenciakkal dsszehasonlitottam. Minden minta esetében kielégitd eredményt
kaptam, igy egyértelmiien be tudtam azonositani a 27 darab élesztégombat.

Osszesen tizennégy élesztéfajt azonositottam: Botryozyma mucatilis, Candida oregonensis,
Debaryomyces hansenii, Diutina catenulata, Diutina pseudorugosa, Kazachstania bulderi,
Kluyveromyces marxianus, Kregervanrija fluxuum, Pichia fermentans, Pichia kluyveri, Pichia
kudriavzevii, Pichia manshurica, Saccharomyces cerevisiae és Torulaspora delbrueckii. Az

azonositott ¢lesztdgombak a késObbiekben felhasznalhatok egyéb vizsgalatokra.



