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Elesztdgomba izoldtumok azonositasa

A szakdolgozatom célja a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Elelmiszer-
biotechnologiai  Kutatocsoportjanak — torzsgytjteményébdl rendelkezésemre — bocséjtott
¢lesztdgomba izolatumok faj szintii azonositasa volt. A vizsgalatokat a kutatécsoport Budapest,
IL. kertileti laboratériumdban végeztem.

Az azonositashoz klasszikus, ¢€s molekularis mikrobiologiai modszerekkel végeztem
kisérleteket. Feladataim sordn 30 mintaval dolgoztam.  Els0 1épésként Petri-csészén
szélesztettem  taplevesben  szuszpenddlt —mintdkat, majd 3 napig inkubdltam
szobahdmérsékleten. A telepek dontd tobbsége hasonld, fehér, sima, kor alaki volt, 3 darab
minta pedig lazac-rozsaszin, krémes allaga telepet alkotott. Volt harom minta, amely nem
alkotott telepeket, igy ezekkel nem dolgoztam tovabb. Ezutan Biirker-kamra segitségével
kiszamitottam az élesztdgombak 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 gyarto, 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 hatékonysaggal 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 talalhatéd
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
hasonldség alapjan csoportokba rendeztem. A két DNS kivond kit rep-PCR mintazata az 6sszes
minta esetében azonos mintazatot adott. A koltséghatékonysag végett csoportonként 1-1 mintat
kiildtem a Baseclear nevli cégnek, ahol elvégezték a DNS szekvendlast. 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.



