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1. Bevezetés és célkitiizés

Az ¢lesztoket széleskoriien alkalmazzdk a biotechnoldgia teriiletén, ennek ellenére az
antagonista élesztok biokontroll-agensként vald potencialis felhaszndldsa még mindig
alulértékelt. Néhany élesztéalapu novényvédelmi termék keriilt eddig csak a piacra, és még az
alapkutatasokban is elhanyagoltdk az antifungalis ¢lesztoket, ritkdn vizsgaltdk Oket a
legkorszerlibb technologiakkal, illetve molekularis szinten. Ennek ellenére ismert, hogy egyes
¢leszték erds gombaellenes aktivitast mutatnak, amit O6tvoznek szdmos mads elOnyds
tulajdonsaggal, amelyek alkalmassa teszik 6ket gyakorlati alkalmazasra (pl. erds antagonista
hatds, konnyen tenyészthetok, jol formulalhatok, konnyen kijuttathatok, ellenallok a
stresszhatdsokkal szemben), igy igéretes jeloltek bioldgiai novényveédd szerek fejlesztésére

(Freimoser et al. 2019).

A Metschnikowia fajok széles korben tanulméanyozott ,,nem-hagyomanyos” élesztdgombak. Az
ezen nemzetségbe tartozo torzsek biztonsagosak €s nem patogének. Ezek az élesztdk szdmos
értékes metabolit, tobbek kozott szerves savak, aromaanyagok, olajok és pulcherrimin-sav
eléallitasara képesek. A Metschnikowia fajok fent emlitett, egyedi tulajdonsagai alapjan e
mikroorganizmusok igéretes alanyai lehetnek az evolucios genetikai, taxondmia és okologia
kutatdsoknak, valamint potencialis alkalmazasi lehetdséget kinalnak a biotechnoldgia teriiletén,
kiilonosen a természetes biokontroll-dgensként torténd alkalmazéasban (Pawlikoswska és
Kregiel, 2017). A biokontroll-agensek hatékony és kornyezetbarat alternativat kindlnak a
szintetikus peszticidekkel szemben a novényi korokozok elleni védekezésben. Ennek ellenére
a teriilet még nem tekinthetd teljes mértékben feltart és egységesen definidlt kutatasi
iranyvonalnak. Az egyik jelentds kutatdsi hidnyossdg, hogy szamos jelenleg alkalmazott
vizsgalati modszer esetében kevés ismételt kisérlet all rendelkezésre, ami megneheziti a
biokontroll-dgensek kereskedelmi alkalmazhatdésaganak és hossza tavu hatékonysaganak

megbizhatd értékelését (Wiliams et al. 2025).

Dolgozatom célja, hogy a Metschnikowia fajokrél atfogd attekintést nyujtsak, kiilonds
tekintettel a Metschnikowia pulcherrima fajra, foként a mezdgazdasagi és élelmiszeripari
alkalmazasokra fokuszalva. Az attekintésen tul az Elelmiszermikrobiologiai, -higiéniai és -
biztonsagi Tanszék altal kordbban M. pulcherrima-ként azonositott élesztOket szeretném
vizsgélni molekularis bioldgiai moédszerekkel, és a vizsgalatok alapjan jellemezni szeretném
ezeket a torzseket. A vizsgalatok célja a torzsek kozotti esetleges molekularis szintli egyezések

¢s kiilonbségek feltarasa.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1 Biologiai védekezés fogalma €s az antagonista €¢lesztok bemutatasa

Biolégiai védekezés definicioja

Egyre nagyobb tudomdnyos figyelem iranyul a biologiai védekezés fontossadgara, mint a
mezdgazdasagi novények, korokozok és kartevok elleni védekezés fo eszkozére. 2023-ban a
biokontroll-agensek piacanak becsiilt értéke Eurdpaban 1,6 millidrd eur6 volt, 2016 6ta a piac
becsiilt értéke megduplazddott, annak ellenére is, hogy a 2019-2022-es iddszakban a boviilés

lelassult. A piaci ndvekedés az eldrejelzések szerint évi 10% kornyékén lesz (IBMA, 2023).

Az irodalomban nincs egyértelmii, univerzalis és elfogadott definici6 arra vonatkozdan, hogy
mi definidlja a bioldgiai kontrollt, a biokontrollt és a biovédelmet (Collinge et al. 2022). A
biologiai védekezés (biokontroll) egy kornyezetileg fenntarthatdé megkozelités koré épiil,
amelynek célja a koérnyezettel szinergikus €s elonyds hatasi miikddés. A ,,biokontroll” fogalma
— amely magaban foglalja a biopeszticidek alkalmazasat is — az egyik elterjedt meghatarozas
szerint az €16 szervezetek felhasznalasat jelenti egy adott kartevd populéciostriiségének vagy
karositd hatasanak visszaszoritdsara, ezaltal a populacio kevésbé boséges vagy kevésbé karos
formaban val6 fenntartasara, mint amilyen kiilsé beavatkozas nélkiil lenne (Eilenberg et al.
2001). A biologiai kontroll magaban foglalja a kartevo populaciok csokkentését a természetes
ellenségeik (pl. parazitak, ragadozok, patogének, antagonistdk vagy versenytarsak)
alkalmazasaval (Internet 1). Egy masik definici6 nem vazolja fel, hogy a biokontroll €l vagy
¢lettelen szervezeteket foglal-e magéaban, egyszeriien azzal, hogy ,.,a kartevot vagy korokozot
elnyomo organizmust biologiai védekezOszernek nevezik” (Pal et al. 2006). A biologiai
védekezeés ujabban csak €16 organizmusokat foglal magédban, mig a biologiai védelem
(bioprotekcid) mind az €16, mind az élettelen szervezeteket vagy anyagokat feloleli (Galli et al.

2024; Stenberg et al. 2021).
Antagonista élesztok

A kiilonféle mikrobialis antagonistak kozott az €lesztd és az élesztészerli gombak fontos helyet
foglalnak el, mivel kornyezetbaratok, j6 biokontroll hatékonysagot mutatnak a koérokozokkal
szemben, megfeleld stressztliréssel rendelkeznek és potencialisan genetikailag javithatok.
Tovabba 1étezik egy jol fejlett rendszer az antagonista élesztok tenyésztésére, fermentalasara,

tarolasara ¢és kezelésére (Barret et al. 2000). Ezenkiviil az ¢lesztoket évezredek ota hasznaljak



az ¢lelmiszer- és italgyartasban, €s jelenleg is fontos szerepet jatszanak az élelmiszeriparban,
igy az ¢€lesztok felhasznaldsa altalaban biztonsdgosnak €s a piac altal konnyen elfogadhatonak
tekinthetd (Liu et al. 2013). Az antagonista ¢lesztogombak (biokontroll élesztégombak)
megnevezEés olyan élesztdgombakra vagy é€lesztdszerii gombakra utal, amelyek gatolhatjak
vagy zavarhatjdk a fitopatogének novekedését, fejlodését, szaporodasat vagy aktivitasat
(Wilson et al. 1989). Egy idedalis antagonista ¢élesztd genetikailag stabil, alacsony
tapanyagigényli, tovabba hatékony, kedvezOtlen kornyezeti feltételek mellett alacsony
koncentracioban is. Fontos szempont az is, hogy szamos gombakorokozdval szemben aktiv
legyen, és kiilonféle gyiimolesokon alkalmazni lehessen (Nunes, 2012). A legtobb antagonista
¢lesztégombat kozvetleniil a gylimdlcsok feliiletérdl izolaltdk (Liu et al. 2011). Néhéanyat
koziiliik széles korben tanulményoztak, mint példaul a Candida spp., Cryptococcus spp.,
Metschnikowia spp., Pichia spp., Rhodotorula spp. fajokat és az élesztOszerli Aureobasidium
pullulans gombat. Ezen nemzetségek koziil szamos fajt, mint példaul a Candida oleophila-t, C.
sake-t, M. fructicola-t, A. pullulans-t, Saccharomyces cerevisiae-t és Cryptococcus albidus-t,
kereskedelmi forgalomba hozhat6 termékké fejlesztették (Zhang et al. 2020). A fenti térzseknél
kimutattdk, hogyan antagonizaljak a gyakori postharvest korokozokat, mint példaul a Botrytis
cinerea, Penicillium spp., Rhizopus stolonifer, Colletotrichum spp., Monilinia fructicola,
Alternaria alternata és Aspergillus niger fajokat. Az 1. abran lathatéak azok a reprezentativ
antagonista élesztdgombdak, amelyeket kiilonbozé forrasokbdl izolaltak, és amelyeket a
betakaritas utani betegségek kezelésére hasznalnak (Zhang et al. 2020).

1. abra: Kiilonb6z6 forrasokbol izolalt antagonista élesztégombak és felhasznalasuk (Forras: Zhang et al. 2020
nyoman).
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Biologiai védekezés elve

Ugy vélik, hogy a biologiai védekezés folyamatai soran tobbféle hatasmechanizmus is szerepet
jatszik, bar ezek tobbségének pontos funkcionalis szerepe még nem teljesen feltart (Sharma et
al. 2009). A 2. dbran a biokontroll rendszer és a komponensei kozotti lehetséges kdlcsonhatasok
lathatdak, beleértve a korokozokat, az antagonista élesztégombakat, a gazdaszervezeteket, az
epifita mikrobiomot és a kornyezetet (Zhang et al. 2020).

2.abra: A biokontroll rendszer és komponensei k6zotti lehetséges kolesonhatasok (Forras: Zhang et al. 2020
nyoman).
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Az abran lathato, hogy milyen Osszetett kolcsonhatasrendszer épiil fel a patogén, a gazdandvény
¢és a biokontroll szervezet kozott. Az antagonista élesztdgombak a tdpanyagokért és a térért
folytatott versengéssel, a mikoparazitizmussal, illékony szerves vegyiiletekkel és a killer
toxinok termelése révén gatolhatjak a kérokozokat. A biokontroll-dgensek tovabbi képessége,
hogy képesek hozzitapadni bizonyos feliiletekhez — ideértve mind a gazdaszervezet, mind
pedig a korokozo sejtjeit (Wisniewski et al. 2007). A koérokozok szintén versengenek az
antagonista élesztégombdkkal a tidpanyagokért és a térért, hogy befolyasoljadk azok
kolonizécigjat és novekedését (Zhang et al. 2020). Ezenkiviil az antagonista €¢lesztdgombak
indukalhatjak a gazdaszervezetek rezisztenciajat a fert6zés gatladsa érdekében. A folyamat soran

a gazdaszervezetek altal termelt reaktiv oxigénfajtdk (ROS) azonban oxidativ stresszt



jelenthetnek az élesztdgombak szamara. A gazdaszervezet és a korokozok kozotti kdlesonhatés
soran a gazdaszervezetek védekezési mechanizmusaik és gombaellenes metabolitok termelése
révén ellenadllhatnak a korokozok tamadéasanak, mig a korokozok elnyomhatjadk a
gazdaszervezet rezisztencidjat a patogénhez kapcsolodd molekularis mintdzatok (PAMP)
megvaltoztatasa, effektorok és fitotoxinok termelése, valamint pH-moddositds altal. A
gazdaszervezet epifita mikrobiomja szintén hatdssal van a gazdaszervezet rezisztencidjara.
Ezenkiviil a kornyezeti feltételek jelentdsen befolyasoljak a korokozok patogenitasat, az
antagonista ¢élesztdgombak hatékonysagat és a gazdaszervezetek rezisztencidjat (Zhang et al.
2020). Az ¢lesztotorzsek tehat kiilonféle mechanizmusokat mutathatnak, tobbek kozott:
sporacsirazas gatlasa, biofilm-képzés, killer toxinok kivalasztasa, tapanyagért vald versengés,
valamint hidrolitikus enzimek (proteaz, chitiniz és gliikanaz) termelése (Lutz et al. 2013). A
tobbféle hatdismechanizmuson alapulé biologiai védekezés elérhetd egyetlen olyan biokontroll-
agens alkalmazaséaval, amely tobb mechanizmussal is rendelkezik vagy tobb kiilonboz6 dgens
kombinalt hasznalataval, feltéve, hogy ezek eltéré miikddési mechanizmusokat képviselnek

(Sharma et al. 2009).
Gyakorlati felhasznalas

Az antagonista élesztok kereskedelmi forgalomba hozatala hosszu és koltséges folyamat, amely
kiterjedt toxikologiai €s biokontroll-hatékonysagi vizsgélatokat igényel hatdsagi feliigyelet
mellett. Az elmult évtizedekben szdmos antagonista €lesztdbdl biokontroll-dgenst fejlesztettek

ki és hoztak forgalomba (1. tablazat) (Janisiewicz és Korsten, 2002; Zhang et al, 2020).

1.tablazat: Kereskedelmi forgalomba kaphat6 biokontroll térzsek (Forras: Zhang et al. 2020 nyoman).

Termék Eleszté Gyiimoles Célzott korokozok Gyarté Hasznalatban

Aspire Candida oleophila Aln.la’ CS(,)n,the" asok, Botrytis, Penicillium, Monilinia Ecogen, USA Nem
citrusfélék, eper
Blossom Protect Aureobasidium pullulans Alma Botrytis, Penicillium, Monilinia Bio-ferm, Ausztria Igen
Botector Aureobasidium pullulans Sz616, eper, paradicsom Botrytis cinerae Bio-ferm, Ausztria Igen
Candifruit Candida sake Alma Botrytis, Penicillium, Rhizopus ~ IRTA/Sipcam-Inagara, Spanyolo. Nem
Nexy Candida oleophila Alma, banan, citrusfélék Botrytis, Penicillium Lesaffre, Belgium Igen
Noli Metschnikowia fructicola Eper, afonry'a, sz5ls, Botrytis, Monilinia Koppert, Hollandia Igen
‘ csonthéjasok
Remeo Saccharomyces cerevisiae Sz616 Botyritis, Erysiphe, Plasmopara BASF/Agrauxine, Franciao. Igen
Shemer Metschnikowia fructicola Alma, eper, 52816, Botryiis, Pemczllnfm, Rhizopus, Bayer/Kopert, Hollandia Igen
csonthéjasok Aspergillus

YieldPlus Cryptococcus albidus Alma, citrusfélék Botrytis, Penicillium, Mucor Lallem, Dél-Afrika Nem

A kémiai gombadld szerek okozta kdrnyezetszennyezés és az egészségiigyi kockdzatok egyre
nagyobb figyelmet kapnak a szabalyozo hatdsdgok és a fogyasztok részérdl, és vilagszerte
érdeklddés, igény mutatkozik a kémiai gombadld szerek hasznalatanak csokkentése vagy

megsziintetése irant (Zhang et al. 2020). Ugyanakkor a szintetikus gombadlé anyagok régota



hasznalt szerek, amelyek 4ltaldban konnyen alkalmazhatéak ¢és nagy hatékonysaguak
(Wisniewski et al. 2007). A kémiai gombadld szerek potencidlis helyettesitjeként az
antagonista élesztogombakat az elmult évtizedekben széles korben tanulmanyoztak, és jelentds
eldrelépés tortént az antagonista élesztdgombak azonositasa és fejlesztése terén. Az antagonista
¢lesztégombak dnmagukban torténd hasznalata azonban még mindig nem elegendd a kémiai
gombaoglo szerek teljes helyettesitéséhez (Zhang et al. 2020). Az 6kologiai gylimolcstermesztés
soran a szintetikus gombadld szerek hasznélata szigoruan tilos, igy ez egy jelentOs piaci
lehetdséget képvisel a biologiai szerek szamara. Ezen termékek iranti kereslet az elmult
évtizedben robbandsszerlien megnétt, és ez a trend nem mutat lassuldst. Fontos ugyanakkor,
hogy az 0j post-harvest biokontroll termékeknek kdnnyen alkalmazhatonak ¢€s hatékonynak kell
lennitik 6nallo termékként is, kiegészité kezelések nélkiil, ha versenyre akarnak kelni a
szintetikus szerekkel (Wisniewski et al. 2007). Az ismert antagonista élesztégombaknak igy
még szamos olyan tulajdonsdga van, amelyen Iehetne javitani, még a kereskedelmi

forgalomban kaphat6 kevés antagonista élesztégomba esetében is (Zhang et al. 2020).

2.2 Metschnikowia nemzetség bemutatasa

A Metschnikowia nemzetségbe tartoz6é gombak egysejtii élesztok. A Saccharomycetales rendbe
tartozd nemzetség jelenleg 103 fajbol all (Mycobank adatbéazis, 2025-6s adat). 1899-ben
fedezték fel, az ide tartoz6 fajok mind vizi, mind szarazfoldi 6koszisztémakban megtalalhatoak
(Haniffadli et al. 2024). Az Oj Metschnikowia torzsek felfedezése az elmult évszazadban
megugrott. Kurtzman és tarsai (2018) tanulmanyukban azt irjak, hogy az akkoriban ismert 85
faj kozil 23-at rovarokrdl (27,7%), 15-6t novényi virdgokrdl (18,1%) €s 21-et rovar-virag
Okoszisztémakbol izoldltak, mig masokat modern technologiai megkdzelitéseknek
koszonhetden kiilonbdzd novényi részekben, példaul gylimolesdkben, kéregben, levelekben és

vizi kornyezetben fedeztek fel.

Ivartalan szaporoddsuk multipolaris sarjadzassal torténik. A sejtek gomb vagy ellipszoid
alakuak, de lehetnek korte, hengeres vagy hold alaktak is. A pszeudohifdk gyengén fejlettek,
de ritkdn hidnyoznak. Egyes fajok hosszu, szeptum nélkiili csiratomldket képeznek, amelyek a

valodi hifakra emlékeztetnek (Kurtzman et al. 2011).

Az ivaros szaporodas soran létrejott aszkuszok alakja lehet megnyult, bunkoszerli, gombos
nyeles vagy ellipszoid nyeles. Az aszkospordk tli alaktiak, egyik vagy mindkét végiikon
elkeskenyednek, néha az egyik oldalukon megduzzadnak. Az aszkuszban fajonként egy vagy

két spora képzddik (Kurtzman et al. 2011).



A nemzetségbe tartozo legtobb faj a gliikozt fermentélja. A nitratot nem képesek asszimildlni.

Koenzim Q-9 jellemz0 rajuk (Kurtzman et al. 2011).

A Metschnikowia fajok nem tartoznak a konvencionalis €lesztok kozé, mely oka lehet annak,
hogy értékiik annak ellenére ala becsiilt, hogy hatékonyan hasznaljak ket a kozmetikai iparban,

a boraszatban és a novények bioldgiai védelmében (Vincente et al. 2020).
A Metschnikowia fajok funkcionalis osztalyozasa

A Metschnikowia fajok felfedezése 6ta szamos faj funkcionalis tulajdonsagait vizsgaltak. Ezek
a funkciondlis jellemzok kiegészitd ismertetdjegyként szolgalhatnak az egyes fajok
megkiilonboztetéséhez. A Metschnikowia fajok funkciondlis tulajdonsagok szerinti
osztalyozasa hasznos lehet annak meghatarozasaban, hogy hogyan alkalmazhatdak a nemzetség
fajai a kiilonbozd kutatési teriileteken, és hasznalhatéak az emberi élet kiilonboz6 teriiletein a
jovoben. Emellett ez a csoportositas hozzajarulhat annak a jobb megértéséhez is, hogy bizonyos

alkalmazott kutatasi iranyok miért haladnak lassabban (Haniffadli et al. 2024).

3.abra: A Metschnikowia fajok osztilyozasa az emberi felhasznalasuk alapjan (Forras: Haniffadli és tarsai, 2024
nyoman).

Metschnikowia spp.
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M krissit
M.typographi
M unicuspidata
M wickerhamii
M.zobellii

Biokontroll
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M.persimmonesis
Mrancensis
M saccharicola

M reukaufii

M.sinensis
M fructicola

Italok
M.peoriensis

M.zizy M.pulchherrima
phycola

Gyogyszeripar
M lochheadii
M santaceciliae

M. gruessii

M.churdharensis

A Metschnikowia fajok mikrobialis bioldgiai védekezd hatasat vizsgaltak a legatfogobban, és
ez képezi az alapjat a kiilonboz6 teriileteken folytatott tovabbi kutatasoknak (Rahmat et al.
2024). A kisérletek igazoltdk, hogy bizonyos Metschnikowia fajok képesek gatolni a

kedvez6tlen mikroorganizmusok ndvekedését a kertészeti ndvények post-harvest feldolgozasa



soran (3. abra) (Zhang et al. 2023). A Metschnikowia fajok kiillonféle mechanizmusokat
alkalmaznak a ndévényi korokozok elleni védekezésben, ilyenek példaul a rezisztencia
indukcioja, a tapanyag- és novekedési feltételek modositasa, a kdzvetlen antagonista hatas,
valamint a bioaktiv vegyliletek termelését szabalyoz6 anyagcsere-folyamatok iranyitasa.
Ezeket a mechanizmusokat Metschnikowia pulcherrima esetében in vitro vizsgalatok soran is

kimutattak alma-, sz616-, 8szibarack- és burgonyakorokozok ellen (Biihlmann et al. 2022).

2.3 Metschnikowia fajok méasodlagos anyagcsere termékei

Az ¢lesztdk szdmos masodlagos anyagcsereterméket termelnek, amelyek nélkiilozhetdek a
novekedéshez, de fontos szerepet jatszanak a védekezésben, a versenyképességben, a
kommunikécioban, valamint a patogenitasban (Rahmat és Kang, 2020). A termelt masodlagos
metabolitok elényt biztositanak szamukra a helyért és tdpanyagért folytatott versenyben, illetve
segitenek alkalmazkodni a kedvezodtlen kornyezeti feltételekhez, példaul magas vagy alacsony
hémérséklethez, magas sdkoncentracidhoz, illetve a cukorszint ingadozésahoz. Bizonyitott,
hogy a Metschnikowia torzsek ndvénypatogén mikroorganizmusokkal valo érintkeztetése

aktivalhatja a védelmi metabolitok termelését (Haniffadli et al. 2024).
Alkaloidok

Folyékony tapkozegben végzett vizsgalatok kimutattak, hogy a Metschnikowia fajok képesek
alkaloidok termelésére. UPLC-MS (ultranagy teljesitményli folyadékkromatografia-
tomegspektrometria) modszerrel azonositva a deacetilizalt izo-ipecosid, piperidinén,
protoemetin €s 16-hidroxi-tabersonin jelenlétét igazoltdk. Az eldzdleg emlitett négyféle
alkaloid vegyiiletet a M. pulcherrima két torzse (Mp-22 ¢és Mp-30) termelte. Az eredmény egy
lehetséges magyarazata, hogy a M. pulcherrima rendelkezik egy alkaloid bioszintézissel
kapcsolatos génklaszterrel, amely talélési mechanizmusként miikodhet korokozok ellen

(Millan et al. 2022).

Az alkaloidtiirés ¢és az alkaloidtermelés is értékes kiindulépont lehet a Metschnikowia
nemzetségben rejld bioaktiv alkaloid vegyiiletek feltarasahoz. A Metschnikowia fajok
viselkedésének, élettani folyamatainak megértése Uj lehetdséget teremthet a nemzetség
felhasznalasara farmakologiailag aktiv alkaloidvegyiiletek eldallitasara. Ugyanakkor a
jelenlegi kutatdsok korlatozott informacioval szolgdlnak arrdl, hogy a Metschnikowia fajok

milyen alkaloidokat termelnek a természetes kornyezetiikben (Haniffadli et al. 2024).



Lipidek

A Metschnikowia fajok képesek lipidek felhalmozésara bizonyos kornyezeti feltételek mellett,
példaul alacsonyabb hdmérsékleten és pH-n, illetve nitrogén szegény kornyezetben (Abeln €s
Chuck, 2020). A Metschnikowia nemzetség fajai— kiilondsen a M. pulcherrima —képes a széraz
tomegének 30-40% (w/w) -at lipidekké alakitani, ami ugyan elmarad a tipikus olajtermeld
¢lesztoktdl, viszont képes elviselni a magas cukorkoncentracidt, ami elony0s tulajdonsag, és
nem steril kornyezetben is fokozott lipidtermelésre képes (Abeln et al. 2020). Ez a két eldny
alkalmassa teszi a Metschnikowia fajokat biodizel gyartdsdra, amely a hagyomanyos
lizemanyagok kornyezetbarat és fenntarthatd alternativajat jelentheti a jovoben (Leiva-Candia
et al. 2014). A Metschnikowia fajok szamos szénforrast képesek hasznositani, beleértve a
kiilonbozé melléktermékeket és hulladékokat, mint példaul a leparlasi szennyvizet, élelmiszer-
hulladékot, allati zsirt €s illékony zsirsavakat (VFA). Ezekbdl zsirsav-metil- vagy etil-észtert
allit el6, amelyek a biodizel {6 alkotéelemei (Abomohra et al. 2021).

Emellett a Metschnikowia képes €élelmiszeripari mindségii olajok és lipidek eldallitasara is, ami
kulcsfontossagu lehet az ¢élelmiszergyartasban. Az eddig elért eredmények rdmutatnak azonban
arra is, hogy a szabalyozott tenyésztési feltételek elénnyel jarnak, mivel a novekedés és a
lipidtermelési képesség erdsen torzsfiiggd (Abeln et al. 2019).

4.abra: A Metschnikowia fajok igéretes masodlagos anyagcsere termékei (Forras: Hannifadli és tarsai, 2024
nyoman).

kavésav

deacetilizalt izo-ipecosid szinapaldehid

16-hidroxi-tabersonin Fenilpropanoid

Alkaloidok <
protoemetin p-kumarsav

Lipidek

2Fe3*
Pulcherimsav Pulcherimin

Nem riboszémalis peptidek
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Fenilpropanoid-szarmazékok

Jelenleg nem dllnak rendelkezésre beszamolok természetes flavonoidok vagy mads fenil-
propanoid szarmazékok Metschnikowia fajok altali termelésérdl. Az elmult években a
leginkabb vizsgalt fenil-propanoid vegyiiletek els6sorban a boraszatban és biologiai védekezési
hatasvizsgalatokban keriiltek el6térbe. A borkészités sordn tobb élesztot is egylitt tenyésztettek
Metschnikowia fajokkal ugyanabban a szubsztrdtumban annak érdekében, hogy
tanulmanyozzak hatasukat a bor izére és illatdra. Az érzékszervi vizsgalatok soran a M.
pulcherrima altal fermentalt italokban gazdagabb gyiimolcsds és virdgos aromak voltak jelen

(Kelanne et al. 2020).

A borkészitéshez hasznalt sz616 és a bogyos gyiimdlesok antocidnokat, flavonoidokat és mas
fenolos vegyiileteket tartalmaznak, amelyeket a Metschnikowia fajok hasznositanak, ezaltal
gazdagitva a borok fenolos vegyiileteit. Ezen eredmények aldtdmasztjak azt a hipotézist, hogy
a Metschnikowia fajok rendelkeznek a fenilpropanoid-bioszintézis ttvonaldhoz kapcsol6do
génekkel. Annak ellenére, hogy a fenolos vegyiiletek természetes modon jelen vannak a
soran. A M. pulcherrima 70321 torzs példaul novelte a fenolos savak és flavonoidok szintjét

afonyalébdl késziilt gyiimdleslé fermentacidjakor (Puyo et al. 2023).

Ezen talmenden ezek az élesztdfajok jelentds mértékben novelték a kavésav (kb. 25-sz6rds) €s
a p-kumarsav (kétszeres) mennyiségét. Ugyanakkor a fenilpropanoid-bioszintézis itvonaldhoz
kapcsolodo géneket ezidaig még nem azonositottak Metschnikowia fajokban (Haniffadli et al.

2024).
Pulcherriminsav

A Metschnikowia nemzetség pulcherriminsavat termel, amely egy két leucinbdl felépiild
ciklikus dipeptid, és erds affinitdst mutat a haromértékii vasionok (Fe*") irant, vorosesbarna
pulcherrimint képezve (Yuan et al. 2020). A pulcherriminsav nem kizarélag a Metschnikowia
nemzetségre jellemzd, baktériumok (pl. Bacillus subtilis és B. licheniformis) és mas ¢élesztok is
képesek eldallitani, azonban a pulcherrimin bioszintéziséért felelds enzimek eltérnek a

baktériumok ¢és az élesztok kozott (Sipiczki, 2020).

A pulcherriminsav nemcsak a bioldgiai ndvényvédelem, hanem a human és allati korokozok

elleni antimikrobialis alkalmazas szempontjabdl is értékes lehet. Jelenleg azonban nem all
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rendelkezésre tudomanyos beszamold, amely a pulcherriminsavat kozvetleniil emberi vagy
novényi korokozok ellen alkalmazta volna. Ugyanakkor Kregiel és tarsai (2023) kimutattak,
hogy a tiszta pulcherrimin vegyiilet képes volt gatolni a Candida ¢és nem-Candida (pl.
Filobasidiella neoformans var. bacillispora, szinonim: Cryptococcus neoformans) fajok
novekedését agarlemezes vizsgalat sordn. Emellett a pulcherrimin citotoxikus ¢&s
antiproliferativ aktivitast is mutatott. A pulcherrimin gombaellenes hatasat a biologiai matrix
befolyasolhatja, ezért tovabbi kutatasokra van sziikség a pulcherrimin szomatikus sejtekben
kifejtett hatdsmechanizmusanak tisztdzasara, kiillondsen a biztonsagossagi szempontok jobb

megértése érdekében (Haniffadli et al. 2024).

2.4 Metschnikowia pulcherrhima

A M. pulcherrima ovalis alaku élesztdgomba, ami rendszerint sarjadzéssal szaporodik, bar
anaerob koriilmények kozott alhifas novekedése is megfigyelhetd (Kurtzman et al. 2011). A M.
pulcherrima egy sokoldalt, nem konvenciondlis élesztéfaj, amelyet kiilonféle forrasokbol
izolaltak, példaul novény—rovar interakcios feliiletekrdl, gylimolcsokrdl (pl. sz6lordl) és
gyliimolcsosokbol (Lachance, 2016). A M. pulcherrima gyakori élesztd a sz016flirtokon (Kantor
et al. 2015). Az évek soran a M. pulcherrima szamos kiilonbdz6 néven valt ismerté, mivel a
klasszikus ¢€lesztétaxondmiai modszereken alapuld besoroldsa tobbszor is valtozott
(Asporomyces uvae, Candida pulcherrima, Castellania castellanii, Cryptococcus castellanii,
Eutorula pulcherrima, Monilia castellanii, Rhodotorula pulcherrima, Saccharomyces
pulcherrimus, Torula pulcherrima, Torulopsis pulcherrima, Torulopsis burgeffiana, Torulopsis
dattila stb.) (Kurtzman et al. 2011). A M. pulcherrima alacsony vagy kozepes
erjesztoképességgel rendelkezik, ami jellemzd a legtobb, sz616n jelenlévd nem-Saccharomyces

fajra (Lachance, 2016).

A M. pulcherrima specialis, vasat tartalmaz6 taptalajokon (példaul FeSO4-7H20, legfeljebb
0,02 g/1) képes novekedni, mikdzben vordses (bordd) pulcherrimin pigmentet termel, amely a
pulcherriminsav és haromértékii vasionok kelatkomplexe (Kéntor et al. 2015). Ez a komplex a
telepeket halvany ibolyds vagy bordovords szinlivé valtoztatja, a taptalajban 1évé vasionok
koncentraciojatol fiiggden. Mivel a pulcherriminsav képes kivalasztodni a kornyezetbe,
gyakran megfigyelhetok pigmentalt udvarok a szines telepek koriil (Sipiczki, 2006). Szamos
tanulmany megerdsiti, hogy a pulcherrimin antimikrobialis aktivitassal rendelkezik a post-
harvest korokozok, mikroszkopikus gombak és mas élesztéfajok ellen (Kantor et al. 2015). A

fajrél kimutattak, hogy antagonista hatast fejt ki baktériumokkal és gombdkkal szemben,
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amelynek erdssége Osszefiiggést mutat a pulcherrimin extracellularis termelésének
intenzitdsaval, és a taptalaj haromértékii vassokkal vald kiegészitése csokkenti mind a
pigmentalt udvar, mind a Metschnikowia telep koriili gatldsi zona méretét. Ezen eredmények
alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a pulcherrimint termeld torzsek a vas megvonasa révén
gatoljadk a gombdk és baktériumok novekedését. A pulcherrimint termeld telepek a YEA
taptalajon vords szinlivé valnak. Minél magasabb az FeCls koncentracidja, annal intenzivebb a

pigmentacié. Ha a pulcherrimin extracelluldrisan is termelddik, a pigmentalt telep koriil szines

udvar figyelhetd meg (Sipiczki, 2006).

A 4

FeCl; koncentracio

Kéntor és munkatarsai (2015) vizsgalata alapjan az Aureobasidium pullulans, Hanseniaspora
uvarum, Pichia membranifaciens, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae ¢és
Wickerhamomyces anomalus rezisztens volt a pulcherrimin pigmenttel szemben, viszont a
Candida fajok nagy érzékenységet mutattak. Bar ugy tlinik, hogy a vasmegkotés az
antimikrobidlis antagonizmus f6 tényezdje, mas faktorok — példaul sejtfalat bontd enzimek
kivalasztasa és illékony vegyiiletek kibocsatasa (Kantor et al., 2015) — szintén hozzéjarulhatnak
az antagonisztikus hatdshoz. Antimikrobialis aktivitdsuk miatt ezek a torzsek biologiai
agensekként alkalmazhatoak a mezdgazdasagi termények és élelmiszertermékek korokozo és

karos mikroorganizmusok elleni védelmére (Kurtzmann et al. 2018).
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2.5 Metschnikowia fajok az élelmiszeriparban

A Metschnikowia nemzetség tagjait szamos iparag hasznalja: a mezdgazdasag, gydgyszeripar,
kozmetikai ipar, és az ¢lelmiszeripar (Haniffadli et al. 2024). A fejezetben az élelmiszeripari

alkalmazasokat tekintem at.
Boraszati alkalmazdsok

A Metschnikowia — a nem-Saccharomyces boréleszto-nemzetségek egyike — jelentOs szerepet
jatszik a borkészitésben, amit széles korben tanulmanyoztak. Alkalmazédsa tulmutat az
alkoholképzésen: hozzajarul az iz- és aromaanyagok fokozasahoz, amelyek kulcsfontossagu
tényezOk a borkészités soran, valamint segitenek megelézni a nemkivdnatos mikrobidlis
novekedést az erjedés folyaman (Bosciano et al. 2019). A M. pulcherrima kereskedelmi
forgalomba keriilt, mint starterkultara (2. tdblazat), mivel az erjedési folyamatban a fenti
mindkét tulajdonséaga érvényesiil, azaz képes korlatozni a mikrobialis romlast, mikdzben javitja
a bor illatat (Canonico et al. 2023). Kdzismert, hogy a nem-Saccharomyces €lesztfk szdmos
enzim termeléséért feleldsek, amelyek hozzajarulnak a borok érzékszervi tulajdonsagaihoz.
Koziilik a Metschnikowia nemzetség kiemelkedik a hidrolitikus enzimtermelé — példaul
gliikozidaz, protedz és pektinaz termeld — képessége miatt. Ezek az enzimek kozvetlen hatast

gyakorolhatnak a bor érzékszervi és technologiai jellemzdire (Jolly et al. 2014).

2.tablazat: Kereskedelmi forgalomba kaphato kiilonb6zé Metschnikowia fajok (Forras: Vincente és tarsai, 2020

nyoman).

Faj Termék Gyartocég Felhasznalas
Fehérborokban noveli a fajtajellegii
M.pulcherrima  Flavia™ MP346 Lallemand tiolok mennyiségét és javitja a
savassagot.

Segit szabalyozni a sz6l6ben és a
mustban jelen 1év6 6shonos mikroflorat,
ezaltal lehet6vé teszi az iranyitott
erjedést.

Excellence™ Bio-Nature

Csokkenti az elGerjedés elotti kénezés
sziikségességét.Elosegiti a kivalasztott
Saccharomyces cerevisiae torzs
beépiilését (megeredését).

M. fructicola Gaia™ Lallemand

Eszkozként szolgal a gylimolcsrothadas
megeldzésére, amelyet a Botrytis spp. és
Noli™ Koppert a Monilinia spp. okoznak, melyek
befolyasoljak a sziiretelt sz616
min0ségét.
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A M. pulcherrima alacsony vagy mérsékelt fermentéacios képességet mutat, hasonldan a legtobb
sz016n eléforduld nem-Saccharomyces tajhoz képest. Ez a faj nem képes elviselni a 4-5% (v/v)
feletti etanolkoncentraciot, igy az alkoholos erjedés soran természetes modon kiszelektalodik,
amint az etanolszint ezt az értéket meghaladja. Emellett, bar a M. pulcherrima mérsékelt kén-
dioxid (SO2) toleranciaval rendelkezik, ez az ellenalloképesség elmarad a Saccharomyces
torzsekre jellemzo6 értékektol (Morata et al. 2019). Ezen okok miatt a M. pulcherrima-t kevert
erjesztésekben célszerli alkalmazni olyan ¢élesztétorzsekkel egyiitt, amelyek nagyobb
fermentacios kapacitassal rendelkeznek — példaul Saccharomyces cerevisiae-vel —, amely az

alkoholos erjedés folyaman dominéanssa valik, és végigviszi az erjedést (Zhang et al. 2018).

Tovabba Oro és munkatarsai (2014) tanulménya alapjan a M. pulcherrima erdteljes biologiai
kontroll tevékenységet mutat tobb olyan élesztOnemzetséggel szemben, amelyeket a
boraszatban karosnak tartanak (Brettanomyces/Dekkera, Hanseniaspora €s Pichia), valamint
szamos szOléromlast okozo fonalas gombaval szemben (Penicillium spp., Aspergillus spp.,
stb.). Ugyanakkor csak csekély vagy semmilyen negativ hatdssal nincs a Saccharomyces
cerevisiae teljesitményére. Az észlelt gatld hatasért a pulcherrimin a felelds, amelyet a M.

pulcherrima termel.

Ugyanezen nemzetség mas fajai, mint példaul a M. viticola (Liu et al. 2017) és a M. fructicola
(Bosciano et al. 2019) szintén egyre nagyobb figyelmet kap a borédszati alkalmazas teriiletén. A

M. fructicola kedvezd tulajdonsagu torzsei starterkultiiraként mar elérhetdek (2. tablazat).

A tudomanyos cikkek és a szakirodalomi forrdsok az élelmiszeripari felhasznaldsok koziil
legf6képpen a bordszat teriiletére koncentralédnak, azonban tobb publikicié is sziiletett,
amelyek a Metschnikowia nemzets€ég mas ¢€lelmiszeripari teriileten torténd hasznositasat

kutattak.
Siitdipari kutatasok

A Saccharomyces cerevisiae a tésztatermékek erjesztésére leggyakrabban hasznalt élesztétorzs,
alkalmazésaval a tészta gyorsan megkel, azonban az izprofilja viszonylag homogén lesz
(Bellido et al. 2009). Tobb torzs egyiittes alkalmazasa gazdagithatja a tésztatermékek izét €s
tapanyagtartalmat, valamint moédosithatja a kelési 1d6t is (Hu et al. 2022). Liu ¢€s tarsai (2025)
tanulmanydnak eredményei azt mutatjdk, hogy a kevert ¢éleszt6tdrzsek alkalmazésa

(Saccharomyces cerevisiae, Metschnikowia pulcherrima, Wickerhamomyces anomalus =
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0,46:0,27:0,27), valamint a-amildz, diacetil-borkésav-mono(di)glicerid-észter és polidextroz
hozzdadasa képes megeldzni a hiitott tésztak tulzott erjedését. Emellett a kevert élesztétorzsek
¢s adalékanyagok hozzdjarulnak a gluténfehérjék rendezett madasodlagos szerkezetének
megorzéséhez, a keményitd és gluténfehérjék mikroszerkezetének stabilizadlasahoz, valamint
¢lesztétorzsek és az adalékanyagok eldsegitik a tészta hosszll tavu hiitve tarolhatosagat, és

hatékonyabban megorzik annak mindségét a tarolas soran.
Soripari kutatasok

A kézmiives sorok népszeriisége egyre nagyobb figyelmet kap tobb orszagban, és alternativat
kindl a hagyomanyos, tdmegtermelésti sorokkel szemben (Aquilani et al. 2015). A kézmiives
sorfogyasztok kiilondsen érdeklodnek az 1j, eltérd izvilagu sorok kiprobaldsa irant a
megszokott, jol ismert kereskedelmi markakkal szemben (Ascher, 2012). Egyes, nem tipikus
izek a kézmiives sorokben akar magasabb mindségként is értékelhetdk a fogyasztok részérdl a
kereskedelmi sorokhoz képest (Gomez-Corona et al. 2016). A sdrerjesztés sordn szamos
lehetéség 4ll rendelkezésre kiilonbozd érzékszervi profilok kialakitasara, mint példaul az
erjesztd élesztétorzsek kivalasztasa (Budroni et al. 2017). Einfalt (2021) tanulmanyaban harom,
kiilonb6z6 nemzetségbe tartozd éElesztfajt valasztott ki az erjesztési teljesitményiik ¢és
érzékszervi profiljuk értékelésére arpa-cirok sor eldallitasa céljabol. Az arpa-cirok sorlé 12,5°P-
os koncentracioval késziilt, €s Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii valamint
Metschnikowia pulcherrima €lesztétorzsekkel erjesztettek. Az eredményeik alapjan a két nem-
Saccharomyces ¢€lesztotorzs 11%-kal (T delbrueckii), illetve 23%-kal (M. pulcherrima)
alacsonyabb etanolkoncentracidt eredményezett a S. cerevisiae 37,9 g/L értékéhez képest. Az
érzékszervi vizsgalatok soran haromszogprobat alkalmaztak a haromféle €lesztdvel erjesztett
sOr Osszehasonlitdsdra. A vizsgalat soran mindharom terméket egymastol szignifikansan
eltérének itélték meg. Ez is arra utal, hogy a kiilonbozd élesztétorzsek befolyasoltdk a sorok
érzékszervi tulajdonsagait. A birdlok azt is megjeldlték, melyik sort részesitik eldnyben. A 7.
delbrueckii-vel késziilt sort szignifikdnsan elényben részesitették a M. pulcherrima-val késziilt
sorhoz képest. Ugyanakkor az eredmények azt mutattdk, hogy valamennyi ¢élesztotorzs képes

volt kellemes és aromas érzékszervi profilt kialakitani, egyedi illatjegyekkel (Einfalt, 2021).

Egy masik megkozelitésbdl is jelentds lehet a M. pulcherrima torzsek soripari felhasznalasa.
Az elmult években megndvekedett a kereslet az alacsony alkoholtartalmt €s alkoholmentes

sorok irant. Ezen sOrok eloallitasara szamos modszer 1étezik, azonban ezek koziil sok
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megvalositdsa koltséges, vagy a sor mindsége szempontjabol hatranyokkal jar. A nem-
Saccharomyces élesztofajok vizsgalata igéretes lehetdséget kindl e kihivasok lekiizdésére
(Klimczak et al 2024). Ezen ¢lesztok sokféle anyagcsere-képességiiknek ¢és egyedi
izprofiljuknak koszonhetéen alkalmasak lehetnek innovativ és izletes, alacsony
alkoholtartalmu sorok eldallitdsara. Egy tanulméanyban vizsgélt élesztéfajok a kovetkezok
voltak: Kluyveromyces lactis, Metschnikowia pulcherrima és Torulaspora delbrueckii,
Wickerhamomyces anomalus, valamint W. onychis. Kontrollként két Saccharomyces cerevisiae
torzset alkalmaztak. A vizsgalat eredményei azt mutattdk, hogy a kivalasztott nem-
Saccharomyces élesztofajok alkalmasak lehetnek alacsony alkoholtartalmu sorok eldallitasara.
A nem-Saccharomyces ¢€lesztOk alkalmazasaval a kutatok 0,5-1,05% alkoholtartalmt séroket
tudtak eldallitani, mig a kontrollként haszndlt, S. cerevisiae torzzsel {6z6tt sor alkoholtartalma
3,77% volt. Az értékelt torzsek koziil a M. pulcherrima és a T. delbrueckii érzékszervi biralat
alapjan kedvezobb értékelést kaptak, mint a kontroll és a vizsgélatban szerepld mas fajba

tartozo ¢lesztOkkel késziilt alacsony alkoholtartalmu sorok (Klimczak et al. 2024).

A fentebb Osszefoglalt irodalmi 6sszesités alapjan jol latszik, hogy vannak olyan élelmiszeripari
teriiletek, ahol a Metschnikowia fajokat mar a gyakorlatban is hasznaljak, ilyen példaul a
bordszat. Szdmos mas élelmiszeripari terlileten azonban, még a kutatasi fazisban tartanak a

projektek, de bdven tartalmaznak lehetdséget a gyakorlati alkalmazésra.

2.6 Metschnikowia pulcherrima torzsek molekularis jellemzése

Az Ujonnan izolalt élesztotorzseket, amelyek jellegzetes gesztenyés-vordses szinli
pulcherrimin-zonakat képeznek a telepek kortil, gyakran automatikusan M. pulcherrima-ként
azonositjak anélkiil, hogy figyelembe vennék, hogy nem a M. pulcherrima az egyetlen
pigmenttermeld Metschnikowia faj. Az elmult két évtizedben tovabbi 6t fajrol dertilt ki, hogy
szintén termelnek pulcherrimint, ezek a M. andauensis, M. rubicola, M. shanxiensis, M.
sinensis és M. zizyphicola. Tovabbad a M. fructicola — amelyet eredetileg pigmentet nem
termeld fajként irtak le — szintén képesnek bizonyult pulcherrimin termelésére (Lachance et
al, 2016, Sipiczki, 2020). A pigmentek termelése valtozd és nagyban fligg a tenyésztési
kortilményektdl (Sipiczki, 2006). Sipiczki (2020) tanulméanyédban azt hangstlyozza, hogy a
hagyomanyos morfoldgiai azonositas nem elegendd, €s a molekularis taxonémiai modszerek —
példaul a DNS-szekvenalds és PCR-alapu eljarasok — elengedhetetlenek a pontos faj- és

torzsszintli jellemzéshez.
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Molnar és Prillinger (2005) tanulmanyukban a M. pulcherrima és rokon fajok genetikai
viszonyait elemezték a riboszomalis DNS nagy alegység (LSU rDNA) D1/D2 régidjanak
Osszehasonlitasaval. Eredményeik alapjan a vizsgalt torzsek kozott jelentdés genetikai
variabilitds figyelhet6 meg, ami a fajon beliili diverzitdsra €s a molekuldris markerek
taxonomiai értékére utal. A filogenetikai elemzés meger0sitette, hogy a M. pulcherrima
csoporton beliil tobb, genetikai szempontbdl elkiilontilé klad 1étezik, ami indokoltta teszi a
részletes molekularis szintii jellemzést. Egy masik tanulmanyban a portugdl Douro
borvidékekrol izolaltak M. pulcherrima torzseket, és ezeket jellemeztek fenotipusos és
genotipusos moddszerekkel. A PCR-alapt ujjlenyomat-analizis soran két kiillonb6z6 primert
(M13 és (GTG)s) alkalmaztak, és megallapitottdk, hogy az M13 primerrel kapott profilok
nagyobb felbontést biztositottak, lehetdvé téve a torzsek kilenc klaszterbe soroldsat, mig a
(GTG)s primerrel csupan harom klaszter kiiloniilt el. A vizsgalatok alapjan megallapitottak,
hogy a M13 primer sokkal hatékonyabb eszkoz lehet a fajon beliili genetikai kiilonbségek
feltarasara (Barbosa et al. 2018).

A molekularis rendszertanban a gombak, koztiik az élesztéfajok elkiilonitésére alkalmazott
vonalkddszekvencidk kozotti kiilonbségek kisebbek egy fajon beliil, mint a fajok kozott. A
legszélesebb korben alkalmazott vonalkdédok a riboszomalis RNS-t kédolé kromoszomalis
génklaszter ismétlddd szegmensei. A M. pulcherrima faj torzseinek elemzése azonban azt
mutatta, hogy ennél a fajndl az intragenomidlis diverzitas jelentésen meghaladta azokat a
kiiszobértékeket, amelyeket mas, rokon élesztéfajok megkiilonboztetésére alkalmaznak. A
D1/D2 domének kiterjedt szakaszai viszont nem mutattak diverzitast a genomon beliil, igy ezek
alkalmasak lehetnek az izolatumok taxondmiai besorolasanak meghatarozéasara (Sipiczki et al.

2024).

Sipiczki és munkatarsai (2024) munkdjukban 37 M. pulcherrima fajhoz tartozd torzs
molekularis modszerekkel torténd vizsgalatat végezték el, és tobbek kozott RAPD analizist is
végeztek. Az eredményeik azt mutattak, hogy a legtobb izoldtum egyedi mintdzattal
rendelkezett. A PCR reakciot két primerrel is elvégezték, a fragmentumok szama a RAPD24
primer esetében volt nagyobb (Sipiczki et al. 2024).
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6.abra: Az “a” jelii abran az izoldtumok RAPD mintazata lathato, a “b” jelt dbran az izolatumok mintazatainak
UPGMA dendrogramja jathatd, az izolatumok csoportosulasat a szines kladok mutatjak (Sipiczki et al. 2024
nyoman).
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Sipiczki (2020) tanulmanyaban leirta, hogy a nem homogén rDNS-ismétlodések és a fehérjét
kodolo ,,vonalkdd” gének gyakori heterozigozitisa (nukleotid-polimorfizmusa) miatt a M.
pulcherrima klad fajainak tipustorzsei kozott nem figyelhetdk meg egyértelmli vonalkod-
hatarok. Ezen feliil bizonyos izolalt torzsek ¢€letképes ,,fajok kozotti” hibrideket hoztak 1étre. A
szekvenalt genomok magas foku heterozigozitast és kimérikus genomfelépitést mutatnak, ami
arra utal, hogy alloploid hibridekbdl johettek létre. A fentebb leirt eredmények tiikrében az
elmosodott faji hatarok nagymértékben megnehezitik a pulcherrimint termeld torzsek pontos

taxondmiai azonositasat.
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3. Anyag és modszer
Diplomadolgozatomban szdl6 feliiletérdl izolalt Metschnikowia torzseket vizsgaltam. Az

¢lesztd torzsek eldzetesen telepmorfologiai és mikroszkdpos vizsgalatokon, tovabba faj szintli

MALDI-TOF-MS, illetve szekvenalassal torténd azonositdsokon estek at. A telepek izolalasat

......

munkatarsai végezték. A vizsgalatok alapjan a M. pulcherrima -ként azonositott torzsekkel,

tovabba a csoporton kiviili elemként egy Hanseniaspora uvarum torzzsel dolgoztam tovabb.

A kapott torzsek nevének komplexitasa miatt, a mintdk kddolasaként egyszerli sorszamozast
alkalmaztam. A mintak kodolasat, illetve az eldzetes vizsgélati eredményeket a 3. tablazat

tartalmazza.

3. tablazat: A vizsgalatba vont tdrzsek kddolasa, illetve az eldzetes vizsgalatok eredményei (Forras: sajat munka).

Mintanév

Telepek szine

MALDI-TOF azonositas Szekvenalas eredménye Mikroszkdpos kép

1 Fhal.2.40RN-N M. pulcherrima valtozé morfoldgia | barnas, kevert telepek
2 BCY 56/7 M. pulcherrima tipikus barnas

3 2.HA.1.1.w M. pulcherrima kerek sejtek nem ismert
4 BC.61.1.1 M. pulcherrima tipikus barnds

5 BC.65.2.2. M. pulcherrima M. pulcherrima tipikus barnas

6 2.HA.1.2 M. pulcherrima tipikus rozsaszines
7 HA.1.2.2 M. pulcherrima kicsi, valtozé alak barnas

8 HA.1.1.w M. pulcherrima tipikus barnas

9 FU.1.1 M. pulcherrima hosszu, nem tipikus barnds
10 BCY 56/8 H. uvarum H. uvarum nem készilt krém

11 BC.65.1.1 M. pulcherrima M. rubicola kicsi sejtek rozsaszines
12 Fhal.2.40RN-K M. pulcherrima tipikus barnas
13 FU.1.2 M. pulcherrima hosszu, nem tipikus krém

14 Fhal.3.40 b M. pulcherrima tipikus rozsaszines
15 2FU1.1.w M. pulcherrima tipikus barnas
16 BC60.1 M. pulcherrima tipikus rozsaszines

3.1 DNS izolalas

YEPD agarrol 2 napos tenyészetbdl 1 kacsnyit oldtam be 300 ul breaking pufferban (2% triton
x-100, 1% w/V SDS, 100 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH=8). Ehhez az elegyhez
0,3 g liveggyongyot (d: 400-600 um) adtam, az igy kapott oldatban a sejteket 3x1 percig vortex
keverd segitségével roncsoltam. A sejttormeléket centrifugaldssal iilepitettem (14.000 rpm, 2
perc), majd a keletkezett sejtlizatumot lepipettaztam és 250 pl fenolt és 250 ul izoamil-alkohol-
kloroformot adtam hozzd, és erdteljesen Osszeraztam. Az oldatot ezutan 5 percig teljes
fordulaton (14.000 rpm) centrifugaltam, hogy a fazisok kiilonvaljanak. A centrifugdtum
feliiliszojat leszivtam pipettaval és egy 0 csObe helyeztem. A fenolos kezelést a megfeleld

tisztasag eléréséig ismételtem. A kezelés végén 500 pl kloroformot adtam a mintdhoz, hogy
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eltavolitsam a fenolt. Razas, majd 2 perc centrifugélas (14.000 rpm) utan a feliilaszot leszivtam
pipettaval egy 0j csébe. A mintdhoz ezt kovetéen 1 ml 96%-os jéghideg etanolt adtam.
Kovetkezo 1épésként a teljes kicsapodas érdekében 10 percig -20°C-on taroltam a csoveket. Az
1d6 letelte utan 10 percig centrifugaltam (14.000 rpm) a mintdkat. Az etanolt ledntottem a
kicsapddott DNS-r6l, fiilke alatt szaritottam, miutan kiszaradt 50 pl TE (10 mM Tris-HCI,1
mM EDTA pH=8) pufferrel vittem tjra oldatba.

3.2 RNaz-kezelés

cyey

pufferrel kevertem a konnyebb kimérhetdség érdekében. A mix elkészitésekor 1 pl enzimhez 2
pul TE puffert adtam mintanként, majd 3 pl-t pipettdztam az Eppendorf csdvekben 1évo
nukleinsav kivonatokhoz ¢és 3 percig centrifugaltam (14.000 rpm). A lecentrifugalt mintakat
37°C-on 40 percig termosztaltam Drybath inkubatorban. Az inkubalt mintakhoz 200 pl 96%-
os etanolt adtam, majd 20 percig -20°C-on taroltam a csdveket. Centrifugéalas utan fiilke alatt
kiszaritottam a mintékat és 50 pl TE puffer hozzaadéasaval visszaoldottam a csovekben maradt

DNS-t.

3.3 Koncentracio €s tisztasag vizsgalat

Thermo Scientific NanoDrop 2000 tipust késziilékkel végeztem. A  késziilek
spektrofotometrias modszerrel végzi a nukleinsav koncentracié meghatarozasat, amely a DNS
¢s az RNS UV abszorbancidjan alapul. A nukleinsav oldat elnyelését 260 nm-en vizsgaltam a
koncentraci6 meghatarozasahoz. A szennyezddés mértékének meghatarozasahoz a 280 nm-en
torténd vizsgalatot alkalmaztam, illetve az ODa260/OD2so -as aranyszamot vizsgaltam. A
késziilékre 2 pl mintaoldatot helyeztem, majd a késziilék a fentebb, eldre beallitott paraméterek
alapjan elvégezte a vizsgalatot. Az analizis végeztével kiértékeltem a kapott eredményeket. A
spektrofotometrids vizsgalaton felill a mintdk nukleinsav tartalmat agaréz gélen torténd
futtatassal is ellendriztem. A modszer a nukleinsav altal megkdotott etidium-bromid UV —

fluoresszenciajanak erdsségébdl valo becslésen alapul.

3.4 ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Resctriction Analysis) analizis

A vizsgalt torzsek 26S riboszomalis DNS D1-D2 régioit PCR modszerrel sokszoroztam fel, az

alkalmazott primerek az NL1 (5> GCATATCAATAAGCG GAGGAAAAG 3’) és az NL4 (5°
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GGTCCGTGTTTCAAGACGG 3’) voltak. A mintdkhoz sziikséges PCR reagens mixet adott

receptura alapjan mértem Ossze, melyet a 4. szamu tablazat tartalmaz.

4. tablazat: Az ARDA PCR vizsgalathoz alkalmazott mix dsszetételének a receptje (Forras: sajat munka).

Osszetevd megnevezése Bemérendd mennyiség egy mintahoz [ul]
Puffer (5x) 6

dNTP (25-25 mM) 0,2

NLIforward primer (10 uM) 1

NL4 reverse primer (10 uM) 1

OneTaq® DNS polimeraz (5 U/ ul) 0,2

Steril viz 20,6

DNS izolatum 1

Reakcioelegy végtérfogata 30

A 4. tiblazatban taldlhatoé recept €s a mintaszdm alapjan felszoroztam az alkotokat majd
Eppendorf csébe Osszemértem. Az igy kapott master mixet homogenizalas utdn mikro
Eppendorf csovekbe mértem szét. A csovekben 1€vé mixhez 1 pl DNS izolatumot adtam, ezzel
a reakcioelegy végtérfogata 30 pul. A DNS — PCR elegyet homogenizaltam, majd rovid ideig
centrifugéltam. A PCR futtatdshoz egy ESCO Swift Maxi tipusu késziiléket hasznaltam. A PCR
reakcid 1épései az alabbiak voltak: 1. Initidlis denaturacio: 95°C, 5 perc; 2. Denaturacio: 95°C,
30 maéasodperc; 3. Annelédlas: 52°C, 30 masodperc; 4. Elongacio: 68°C, 1 perc; 5. Végsod
elongacio: 68°C, 5 perc; 6. Hiités: 15°C. A 2. — 4. Lépések 35 cikluson keresztiil ismétlddtek.
A késziilék bedllitasait a 7. dbra is tartalmazza. Az amplifikacio hatékonysaganak ellendrzését
a kapott mintdk 1%-os agardz gélen torténd futtatdsaval végeztem, tovabba az amplifikdtumok

méretére is kovetkeztettem.

Az amplifikalt DNS-ek tovabbi vizsgalatat restrikcios hasitéenzimes kezeléssel végeztem. A
hasitoenzimek koziil a Haelll, Rsal és az ScrF1 enzimekkel dolgoztam. Mikro Eppendorf
csovekbe 3 pl amplifikalt mintdhoz 0,2 ul hasitéenzimet, 1 pl puffert és 5,8 ul steril vizet adtam.
A mintakat ezutan 37°C-on inkubaltam legalabb 4 oran at. Az inkubacio ideje alatt az enzimek
elvégezték a specifikus helyeken torténd hasitasokat. A kezelés eredményének a kiértékelését

minden esetben 1,5%-0s agardz gélen torténd futtatassal végeztem.
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7.abra: PCR késziilék beallitasai az ARDRA analizis esetén (Forras: sajat kép).

Hotlid = 029¢ 2025-04-17 09:11:30

05:.00 +0.0
0030 i +0.0
00:30 . +0.0
01:00 ] +0.0 +0:00
0s5:00 : +0.0 +0:00

oo

: =l et +0.0 +U: gy
Cycle1 x35 From 02to 04 Enter' To View Details

e oo | Do SN

as
52
68
68
15,

t:-i:'

3.5 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) analizis

A vizsgalt mintak DNS szekvenciait PCR modszerrel sokszoroztam fel. A mintdkhoz sziikséges
PCR reagens mixet adott receptura alapjan mértem Ossze. A 5. tdblazatban talalhato recept és a
mintaszdm alapjan a master mixet Eppendrof csébe mértem Ossze. Az igy kapott mixet
homogenizalas utan mikro Eppendorf csovekbe mértem szét. A csdvekben 1évé mixhez 1 pl
DNS izolatumot adtam, ezzel a reakcidelegy végtérfogata 30 ul. Az elegyet homogenizaltam,

majd lecentrifugaltam.

5.tablazat: A RAPD PCR vizsgalathoz alkalmazott reagens mix 0sszetételének a receptje (Forras: sajat munka).

Osszetevé megnevezése Bemérendd mennyiség egy mintahoz [ul]
Puffer (10x) 3

dNTP (25-25 mM) 0,2

MgCl, (25 mM) 0,5

GTGS3 primer (10 uM) 1

Taq DNS polimeraz 0,15

Steril viz 24,15

DNS izolatum 1

Reakcioelegy végtérfogata 30
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A PCR futtatdshoz ismét az ESCO Swift Maxi tipusu késziiléket hasznéaltam. A PCR reakcio
1épései az alabbiak voltak: 1. Initidlis denaturdcio: 95°C, 5 perc; 2. Denaturacio: 95°C, 30
masodperc; 3. Annelélés: 36°C, 45 masodperc; 4. Elongacio: 68°C, 1 perc; 5. Végsd elongacio:
68°C, 5 perc; 6. Hiités: 15°C. A 2. — 4. Lépések 35 cikluson keresztiil ismétlddtek. A késziilék

beallitasait a 8. abra is tartalmazza.

8.4bra: PCR késziilék beallitasai a RAPD analizis esetén (Forrds: sajat kép).
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Az reakcid lejatszodasa utan az amplifikalt mintakbol kivettem 10 ul oldatot és 1,5%-o0s agar6z

gélen elvélasztottam az amplikonokat a vizsgalat kiértékelésének a céljabol.

3.6 Agardz gélelektroforézis

A vizsgélatok kiértékelését mind a DNS izolalas, mind a PCR termékek, mind pedig az ADRA
és RAPD vizsgalatoknal agar6z gélen torténd futtatassal végeztem. A DNS izolalas esetében
1%-o0s agardz (1g agar6z + 100 ml 0,5x TBE oldat, Sx TBE-bdl higitva, melynek dsszetétele:
54g Tris, 27,5 borsav, 20 ml 0,5M EDTA pH=8.0) gélen, a tobbi vizsgalat esetében 1,5%-0s
agar6z (1,5g agar6z + 100 ml 0,5x TBE oldat) gélen végeztem a mintak vizsgalatat. Az agardzt
analitikai mérlegen kimértem egy f6zOpoharba, melyre radntottem az eldre mérOhengerrel
kimért 0,5x TBE oldatot. Az oldatot homogenizaltam, majd mikrohulldm siit6 segitségével az
agarozt beoldodasdig melegitettem. A homogén forrd oldatot folyoviz alatt hiitdttem, majd
mikor az oldat az ontési hémérsékletre hiilt (kb. 46-60°C), hozzaadtam a GelStar™ Nucleic
Acid gélfestéket. Az agardz oldatot ezutan addig kevertem, amig a festék homogénen eloszlott

a folyadékban. A kapott oldatot az elére 0sszerakott formaba buborékmentesen kidntdttem. A
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gél 15 perc utan szilardult meg. A megszilardult gélt a futtatokadba helyeztem, a kadat 0,5x
TBE oldattal toltottem fel, hogy ellepje a folyadék a gélt. A gél szilardulasa kozben a DNS
izolatumokat/PCR termékeket 6sszemértem a 6X DNA Gel Loading festékkel. Az ARDRA ¢s
RAPD vizsgélatoknal 10 pl mintdhoz adtam 2 pl festéket, a DNS izoldtum koncentracio
ellenérzésénél pedig 3 pl mintdhoz adtam 1 pl festéket. A fragmentumok méreteinek a
meghatarozasadhoz az els6 gélzsebbe minden esetben 3 pl Midranger DNS markert (NORGEN
Biotek) adtam. A gél tobbi zsebébe a loading festékkel 6sszemért DNS tartalmt mintakat vittem
fel. A mintak gélre torténd felvitele utan a kadat lezartam ¢€s az elektrédokat csatlakoztattam az
aramforrashoz (Biorad Power PAC 300). A gélek futtatdsa 120V-os fesziiltségen tortént 90
percen keresztiil. Az elkésziilt géleken a mintazatokat UV fény alatt vizsgéltam a restrikcios
vizsgalatok esetében. A késObbi szoftveres kiértékeléshez a mintazatokrdl fényképet is

készitettem.

3.7 Mintazatok kiértékelése, dendrogram szerkesztés

A kapott gélképeket a PyElph 1.4 -es programmal értékeltem ki. A szoftver segitségével eloszor
meghataroztam az egyes mintak savjait, ezutdn a savokban megtalalhato fragmentumokat,
illetve amplikonokat jeloltem ki. Kovetkez6 1épésben a marker savjat és a savokhoz tartozo
bazispar értékeket adtam meg, hogy a szoftver a marker alapjén ki tudja szamolni az egyes
fragmentumok méretét. A rendszer ezutan kiszamolta az egyes savokhoz tartoz6 fragmentumok
méreteit, ami alapjan dendrogramot készitett. A dendrogram készités¢hez a “UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)” beallitast valasztottam.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 Koncentraci6 és tisztasagvizsgalat eredményei

A koncentracid esetében a célérték 100 ng/ul vagy a folotti koncentracid volt, megfeleld
tisztasagunak a 1,8 - 2,0 k6zotti OD2s0/OD2go értékiit DNS kivonatot tekintettem. A kapott

eredményeket a 6. tablazat tartalmazza.

6.tablazat: A koncentracio és tisztasagvizsgalat eredményei (Forras: sajat munka).

Mintanév Koncentracié [ng/ul]  260/280
1 Fhal.2.40RN-N 112,5 1,72
2 BCY 56/7 203,0 1,90
3 2.HA.1.1.w 177,3 1,61
4 BC.61.1.1 245,9 1,89
5 BC.65.2.2. 122,4 1,61
6 2.HA.1.2 332,1 2,00
7 HA.1.2.2 235,5 1,88
8 HA.1.1.w 452,5 2,05
9 FU.1.1 113,1 1,70
10 BCY 56/8 384,8 1,88
11 BC.65.1.1 133,1 2,03
12 Fhal.2.40RN-K 433,5 2,07
13 FU.1.2 192,7 1,84
14 Fhal.3.40 b 117,4 1,63
15 2FU 11w 199,1 1,62
16 BC60.1 112,5 1,65

A DNS koncentracio az dsszes minta esetében a kivant 100 ng/pl értéken feliil volt. A fehérje
szennyezOdés megitélésére alkalmazott OD260/OD2so ardnyszdm nem minden minta esetében
esett az 1,8 — 2,0 kozotti tartomanyaban, de 1,6 feletti volt, ami még elfogadhaté A gélkép
alapjan megallapithattam, hogy az izolalt DNS az dsszes minta esetében egy €éles savként volt
megfigyelhetd, amelyek intenzitdsa 6sszhangban volt a spektrofotometrias modszerrel kapott
koncentraci6 eredményekkel. A vizsgéalatok eredményei alapjan a DNS kivonatokat

alkalmasnak talaltam a PCR-es tesztek elvégzéséhez.

4.2 Az ARDRA vizsgélatok eredményei

Az ARDRA PCR termékeket 1% -os agaroz gélen torténd futtatassal ellendriztem, melynek az
eredményét a 9. dbra tartalmazza. Mindegyik minta UV-flouresszenciaja intenziv volt, ami a

megfeleld mértékli amplifikaciot jelezte, kivéve az 1-es mintat.
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9.4bra: Az ARDRA analizis soran késziilt PCR amplifikditumok 1%-os agar6z gélen torténd futtatdsanak az

eredménye (Forras: sajat kép).
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Az amplikonok méretére a marker (Midranger) savjai segitségével kovetkeztethetiink. A 10-es,
13-as és 14-es mintak nagyobb amplikonnal rendelkeznek, 600 bp koriili a méretiik. A tobbi

minta esetében amplikonok mérete 500 bp koriil van.

Az ARDRA vizsgalatok esetében azonban a taxonomiai, fajszintii kiilonbségeket szerettem
volna vizsgélni a kapott mintdk esetében. Habar el6zetesen egy kivételével az Gsszes torzs M.
pulcherrima-ként lett azonositva MALDI-TOF-MS mddszerrel, a mikroszkopos képek és a
telepek morfologidjaban tobb esetben is voltak eltérések (lasd 3. tablazat). Az ADRDA
vizsgalatot el6szor a Haelll hasitoenzimmel végeztem el, amely a GGCC szekvencianal végez

hasitast, a gélfuttatas eredménye a 10. abran lathato.

A gélképen (10. abra) jol latszik, hogy két nagyobb csoport kiiloniil el a nagyobb méretii
fragmentumok alapjan, tovabba a halvanyabb, kisebb méretli sdvok alapjan tovabbi alcsoportok

fedezhet6ek fel.
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10.abra: ARDRA analizis Haelll hasitoenzimével végzett gélfuttatas képe (feliil) és PyElph 1.4-es szoftverrel
feldolgozott kép (alul) Az elsé oszlopban a marker (Midranger: 300, 500, 700, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
4000, 5000 bp) lathatd, a masodik oszloptél kezddédéen az oszlopok szdmoziasa megegyezik a mintdk
szamozasaval (Forras: sajat munka).
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7.tablazat: ARDRA analizis Haelll hasitoenzimével végzett gélfuttatas fragmentumainak szoftveresen szamolt

mérete (Forras: sajat munka).

Mintak od: 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
472 476 474
270 266 264 263 260 256 255 254 254 245 254 250
Bazisparok 128 127 129
mérete [bp]
99 100 102 101 100 102 103 102 102 104 102 101
72 71 72 75 74 74 75 74 75
60 61 61 62 60 60 62 62 70 70 70 72
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11.4bra: ARDRA analizis Haelll hasitoenzimmel kapott mintdzatok alapjan készitett dendrogram (Forras: sajat
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A dendrogram (11. dbra) és a gélképek (10. abra) alapjan két nagyobb csoport kiilonithetd el. A
10-es szamu minta a H. uvarum torzs volt, és a kapott mintazat alapjan a 10-es és a 14-es torzs
habar M. pulcherrima-ként lett azonositva korabban, a fragmentumok mintézata alapjan inkabb
Hanseniaspora-ként lehetne Oket azonositani. A kiilonbség a fragmentumok méretén (7.
tablazat) is megfigyelhetd, itt ~470 bp és ~130 bp méretli sdvokat kaptunk. A tobbi eldzetesen
M. pulcherrima-ként azonositott torzs savmintazata €s a fragmentumok mérete is hasonldéan
alakult. A hasonlosagi fan a nagyobb csoporton beliil a M. pulcherrima-ként azonositott torzsek

2 kisebb csoportot alkotnak, a halvanyabb savok helyzete alapjan.

Az analizist Rsal hasitéenzimmel is elvégeztem, amely a GTAC motivumnal végez hasitasokat,
mivel ez a szakasz gyakran fordul el a riboszémalis DNS régiokban ezért tobb fragmentum

képzddhet, ami alapjan jobban elkiilonithetd faji mintazatok keletkezhetnek.
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12.4bra: ARDRA analizis Rsal hasitéenzimével végzett gélfuttatds képe (feliil) és PyElph 1.4-es szoftverrel
feldolgozott kép (alul) Az els6é oszlopban a marker (Midranger: 300, 500, 700, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
4000, 5000 bp) lathatd, a masodik oszloptél kezddédéen az oszlopok szdmoziasa megegyezik a mintdk
szamozasaval (Forras: sajat munka).
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Az Rsal enzimmel kapott mintazatok a 12. abran lathatok. A 10-es, 13-as és 14-es torzsek
mintdzata ennél a hasitéenzimes vizsgéalatnal is elkiiloniil, ugyanakkor a 14-es torzs mintazata
kissé eltér, nagyobb méretli fragmentek (8. tablazat) jottek létre. A 15-0s minta esetében az
emésztés soran valami gétolta az enzimet, igy a mintdzatidban tobb emésztetlen fragment is
keletkezett (a tablazat ezen oszlopat iiresen hagytam, mivel az eredmények igy nem

Osszehasonlithatdak).
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8.tablazat: ARDRA analizis Rsal. hasitéenzimével végzett gélfuttatas fragmentumainak a szoftveresen szamolt

mérete (Forras: sajat munka).
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13.abra: ARDRA analizis Rsal hasitdenzimével kapott mintazatok alapjan készitett dendrogram (Forras: sajat

munka).
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Az Rsal mintazatok alapjan szerkesztett hasonlosagi fa alapjan latszik, hogy a torzsek
csoportositasa arnyaltabba valt. Alapvetéen harom nagyobb csoportot kiillonbdztethetiink meg.
Az egyik csoportba a 10 és 13-as mintdk tartoznak, a Haelll enzimmel tortént vizsgalat alapjan
a 14-es torzs is ebbe a csoportba tartozott, de az Rsal enzimmel kapott képe alapjan eltér. A 3,
9 és 11-es torzsek fragmentmintazata szintén kissé eltért a tobbi torzs mintazatatol, igy ezek
kiilon csoportba kertiltek. A tobbi torzs Rsal enzimmel kapott ARDRA mintazata azonos, a 15-

0s minta kivételével, sajnos itt az emésztés nem sikertilt.

Az ARDRA analizis soran ScrFl1 hasitdenzimes vizsgalatot is végeztem, hogy a kialakult
torzscsoportositast tovabb tudjam vizsgalni. Az enzim a CCNGG motivumnal végez
hasitasokat, mivel ez a szakasz is gyakran fordul eld a riboszémalis DNS régiokban ezért tobb

fragmentum képzdédhet, ami alkalmassa teszi fajra jellemz6 mintazatok létrehozasara.
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14.abra: ARDRA analizis ScrF1 hasitoenzimével végzett gélfuttatds képe (feliil) és PyElph 1.4-es szoftverrel
feldolgozott kép (alul) Az els6 oszlopban a marker (Midranger: 300, 500, 700, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
4000, 5000 bp) lathatd, a masodik oszloptdl kezdddben az oszlopok szamozasa megegyezik a mintak

szamozasaval (Forras: sajat munka).
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Az ScrF1 enzimmel kapott gélkép (14. abra) alapjan lathato, hogy nem tortént teljes emésztés,
nem minden hasitohelyen hasitott az enzim, erre utal az is, hogy lathatéak az amplikonok.
Ennek ellenére 3 fobb csoportot fedezhetiink fel. A 10-es, 13-as és 14-es szaml mintak
mintazata élesen kiilonvalik a tobbi mintazattol, mivel az enzim nem hasitotta az NL1-NL4
primerrel felszaporitott amplikont. A tobbi, részlegesen hasitott minta esetében a sdvmintazat

ezzel szemben nagyon hasonlo, egyediil a 3-as, 9-es és 11-es mintak valnak el.
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15.abra: ARDRA analizis ScrF1 hasitéenzimével kapott mintazat alapjan készitett dendrogram (Forras: sajat

munka).
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Az ARDRA vizsgalatok alapjan 0sszességében harom f6 csoportot lehetett elkiiloniteni az
eredmények szerint, ezt a harom csoportot a 15. dbra is szemlélteti. Azonban ezek a csoportok
nem minden esetben valnak el élesen egymdstdl. Mind a hdrom enzimes vizsgalat alapjan
azonos mintazatot adtak a 2-es, 4-es, 5-0s, 7-es, 12-es, €s 16-os mintdk, melyeket eldzetesen
M. pulcherrima-ként azonositottak. A mintazatokban 1évé nagyfoka hasonldsagok
kovetkeztében az ARDRA vizsgalat alapjan is arra lehet kdvetkeztetni, hogy ezek a torzsek a
M. pulcherrima fajhoz tartoznak. A szintén M. pulcherrima-ként azonositott 6-os és 8-as
torzsek csak kismértékll eltérést mutattak a fent felsorolt torzsektél a Haelll-mal kapott
mintdzatban, igy valdsziniisithetd, hogy ugyancsak a M. pulcherrima fajba tartoznak. A 15-6s
minta Haelll. és ScrFl enzimmel is a M. pulcherrima-ra jellemzd mintdzatot mutatott,
ugyanakkor az Rsal esetén jelentdsebb eltérés mutatkozott, amelyet az enzim részleges

emeésztése okozott.

A 3-as, 9-es és ll-es mintdk fragmentmintazat alapjan a M. pulcherrima-ként azonositott
torzsek savmintazatdhoz alltak kozelebb az ScrF1 és Rsal hasitoenzimes vizsgalatok esetében,
illetve a Haelll enzimes vizsgalatnal nem mutattak jelentdsebb eltérést. A M. pulcherrima fajon
beliil is talaltak kiilonb6z6 genetikai valtozatokat, illetve a fajhatarok sem kiiloniilnek el élesen
(Sipiczki, 2020, Sipiczki et al. 2024), igy az is lehetséges, hogy ezek a térzsek a M. pulcherrima
egy kozeli rokon fajdhoz, példaul a Metschnikowia fructicola vagy a Metschnikowia rubicola

fajhoz tartoznak, de ennek a megallapitashoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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A 10-es minta el6zetesen H. uvarum-ként lett azonositva, és a savmintizata minden enzimes
vizsgélat alapjan eltérd volt, azonban a 13-as és 14-es torzsek mintazata is a H. uvarum
fragmentmint4zataval volt azonos, a 13-as minta eset¢ben mindhdrom enzimmel, mig a 14
minta esetében két enzimmel (Haelll,ScrFT1), igy ezek a torzsek nagy valoszinliséggel nem a
M. pulcherrima fajhoz, hanem valamely a H. uvarum-hoz kozel all6 fajhoz tartozhatnak. Mivel
a fentebb leirt kiilonbségeket szerettem volna alatdmasztani, igy az ScrF1 és Rsal
hasitoenzimmel végzett vizsgdlataimat megismételtem a kérdéses hovatartozdsu mintadk

esetében.

16.4bra: Az ismételt Rsal és ScrF1 hasitoenzimes vizsgalatok gélképe a kérdéses hovatartozasti mintak esetében

(Forras: sajat munka).
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Az ismételt hasitéenzimes vizsgalatok gélképe (16. abra) alapjan elmondhat6, hogy a korabbi
vizsgalatok eredményét meg tudtam ismételni. A 10-es, 13-as és 14-es torzsek mintazatai ismét
eltértek a M. pulcherrima torzsek mintazatatoél mind az ScrF1 mind az Rsal. hasitdenzimes
vizsgélatoknal. Mivel a fragmentmintdzatok eltérOek a tobbi minta sdvmintazatatol, igy
megerdsitést nyert, hogy a 13-as és 14-es izolatumok a Hanseniaspora nemzetséghez allnak
kozelebb. A fragmentumok alapjan azonban a 14-es minta esetén eltérések latszanak, igy ez a
torzs a H. uvarum faj sz616n megtalalhat6 rokona lehet, példaul Hanseniaspora guilliermondii

vagy Hanseniaspora occidentalis.
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A M. pulcherrima mintazatokhoz hasonlonak mondott 3-as, 9-es és 11-es torzsek szintén az
eredeti vizsgalat eredményéhez hasonlé mintazatokat adtak. Az Rsal -es vizsgalatnal a 16-os
mintaval azonos fragmentumokat kaptam, illetve az ScrF1 vizsgalatnal kis mértékii eltérés
latszodott a 9-es és 11-es torzseknél. A 15.-0s minta az eredeti Rsal vizsgalathoz hasonloan
szintén részlegesen emésztddott, illetve az eredeti vizsgdlathoz hasonléan az ScrFI enzim

esetében nem tortént vagy nem teljes emésztés tortént a mintdknal.

Osszeségében elmondhatd, hogy az Rsal és ScrFI hasitoenzimes vizsgalatok ismétlése sikeres
volt, az eredeti gélképeken 1évé savmintdzat kiilonbségek az ismételt vizsgalat soran is

lathatoak voltak a gélen, igy megerdsitették a mintak faji szintli csoportositasat.

Tovabba, ha a molekularis biologiai eredményeket, Gsszehasonlitjuk a mikroszkopos és
telepmorfologiai vizsgalatok feljegyzéseivel, tigy tovabbi megerdsitést nyernek a kialakitott
csoportok, mivel a telepek szinében és a mikroszkopos képekben is voltak kiilonbségek. A 3-
as, 9-es és 11-es mintak esetében a mikroszkopos kép nem a M. pulcherrima-ra jellemzd volt,
hanem a minték esetében kiillonb6z0, kicsi, hosszukas és kerek sejtek voltak lathatoak, tovabba
a ll-es torzs szekvenalassal is azonositva volt, aminek 99,3 %-os homoldgia alapjan M.
rubicola lett az eredménye, azonban a meghatarozott szekvencia 99 %-os homologiat mutatott
a M. pulcherrima-val is (Awuor, 2024). A 10-es és 13-as mintak esetében krém szintiek voltak
a telepek, szemben a tobbi minta barnas, roézsaszines telepeivel, ami egyértelmilen a
pulcherrimin termelddés hianyara utal, hiszen a Hanseniaspora nemzettség tagjai nem allitjak
eld ezt a pigment anyagot. Ugyanakkor ellentmondésok is vannak, a 14-es minta amelyet a
gélképek alapjan Hanseniaspora nemzetséghez soroltunk, viszont elézetesen MALDI-TOF
modszerrel M. pulcherrima-ként lett azonositva, és a mikroszkopds kép alapjan a tobbi
Metschnikowia-val azonos volt, tovabba a telepek is rozsaszinesek voltak, a pulcherrimin

termelésre utalva. A 14-es izoldtumra vonatkozd eredmények tovabbi megerdsitést igényelnek.

4.3 A RAPD vizsgalatok eredményei

A fajokon beliili polimorfizmust RAPD mddszerrel vizsgaltam. Ennél a vizsgalatnal arra
voltam kivancsi, hogy a koradbban az ARDRA moédszerrel beazonositott faji csoportok mennyire
sokszintiek. A kapott mintdzatok értékelésénél figyelembe vettem minden savot, fiiggetleniil

annak erdsségétol.
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17.abra: RAPD modszerrel végzett tipizalas gélképe (feliil) és PyElph 1.4-es szoftverrel feldozott kép (alul) Az
els6 oszlopban a marker (Midranger: 300, 500, 700, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000 bp) lathat6 (Forras:

sajat munka).
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A 17. abra alapjan a RAPD vizsgalat esetén nagyon valtozatos mintadzatokat kaptam a 300-2000
bp-os tartomanyban, ahol a nagyobb méretii fragmentek dominaltak. A kordbban MALDI-TOF-
MS ¢és ARDRA modszerrel meghatarozott Metschnikowia fajhoz tartozd torzsek mintazata
nagyfoku hasonlosdgot mutatott. A mintdzatok alapjan szerkesztett dendrogramon a torzsek
harom nagyobb klasztert alkotnak (18. abra). A klasztereken beliil az egyes izolatumok kozott
nincs teljes egyezés, minden izolatum egyedi. A 3. klaszterbe tartozé harom torzs, - a 10-es, 13-
as és 14-es mintdk esetében a mintdzatok nagyfoku kiilonbséget mutattak. Ezeket az
izolatumokat az ARDRA vizsgalatok alapjan a Hanseniaspora nemzetséghez soroltuk. Ezen

torzsek kiilonbozdsége a dendrogrammon - (18. 4bra) is megfigyelhetd.
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18.4bra: RAPD modszer eredménye alapjan kapott dendrogram (Forras: sajat munka).
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A korabbi vizsgélatok alapjan kiilon csoportnak gondolt 3-as, 9-es és 11-es mintak tobbi torzstol
val6d elkiiloniilése viszont a RAPD vizsgalat alapjan nem kimutathatd, mintdzatuk a tobbi
Metschnikowia-hoz hasonlatos. A 11-es izolatum az 1. klaszterbe, mig a 3 és 9-es torzsek a 2.
klaszterbe tartoznak. Az elemzés alapjan a vizsgalt torzsek koziil a 3-as és 9-es torzsek allnak

a legkozelebb egymashoz.
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5. Kovetkeztetés €s javaslatok

Az els6 szamu minta egyik futas alkalmaval sem mukodott megfelelden, hidba lett a mintanak
a DNS koncentrécioja és tisztasaga is megfeleld, sem a RAPD, sem az ARDRDA vizsgéalat PCR
termékei nem latszottak a gélen. Ennek oka lehetett, hogy a DNS izolatum olyan komponenst
tartalmazott, ami a PCR-t gatolta. Itt a teljes vizsgalatot, beleértve a DNS izolalast, érdemes

lenne ujra elvégezni.

A molekularis biologiai, ARDRA ¢és RAPD vizsgalatok alapjan megallapithat6, hogy az
elézetesen MALDI-TOF-MS moddszerrel M. pulcherrima-ként azonositott torzsekre jelentds
genetikai valtozatossag jellemzd, ami 6sszhangban van az irodalomban megtalalhaté adatokkal
(Sipiczki, 2020, Sipiczki et al, 2024). A vizsgalt 3-as, 9-es és 11-es izolatumok esetében a
mintazatok kissé eltéroek voltak a tobbi M. pulcherrima torzs mintazatatol. A kiillonbséget
alatdmasztja, hogy a 11-es torzs szekvenalassal Metschnikowia rubicola-ként lett azonositva,
tovabba a mintdk mikroszkopos képei is eltérdek voltak. A RAPD vizsgalatoknal mar nem
lattunk ennyire egyértelmii kiilonbséget, igy a RAPD vizsgéilatokat érdemes lenne
megismételni a kérdéses torzsek esetében a nehéz reprodukalhatdsag ellenére is, esetleg ujabb
primereket is bevonva a vizsgalatba. A RAPD vizsgalat ismétlésén feliill megfontoland6 lehet a
mintakat pl. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) modszerrel vizsgalni, amely

egy gyakran hasznalt modszer €lesztOk tipizalasara és reprodukalhatobb, mint a RAPD.

A masik M. pulcherrima-tol eltérd csoportot a 10-es, 13-as és 14-es mintak alkottak. A 10-es
mintarol eldzetesen ismert volt, hogy H. uvarum, de a vizsgélatok soran tovabbi két torzs is
hozza hasonl6 eredményeket adott. A 13-as torzs esetében a MALDI-TOF-MS azonositas
eredményével szemben varhato volt, hogy a torzs mashogyan fog viselkedni a molekularis
biologiai vizsgalatok sordn, mivel a mikroszkdépos képe, és a fejlodott telepek szine is
krémszinii volt, szemben a Metschnikowia nemzetség pulcherrimin termeld torzseire jellemzo
rozsaszines-voroses-barnas szinre. A 13-as minta esetében érdemes lenne ismételten elvégezni
a MALDI-TOF-MS vizsgalatot. Egyfeldl a MALDI-TOF-MS vizsgélat azonositasi pontszama
(score érték) nem ismert, €s 1,7-es érték alatt az azonositas nem megbizhato, tovabba a bor ¢€s
kornyezeti élesztok esetében a MALDI adatbazisok nem tartalmaznak annyi torzset, mint a
patogén élesztk esetében, igy ha az adott éleszté nem szerepel a késziilék adatbdzisaban az
vezethet téves azonositdshoz is. A 14-es minta esetében, a telepek szine és a mikroszkopos kép
1s a M. pulcherrima torzsre jellemzd volt. Az egyik lehetséges magyarazat, hogy a tenyészetben

keverten szerepelhettek Metschnikowia és Hanseniaspora torzsek, mivel mindketté nemzetség
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torzsei természetesen eléfordulhatnak a sz6ld feliiletén. Munkdm megkezdése el6tt minden
atadott torzset Ujra kihtiztam tapagaron, és egy kiilonalld telepbdl ferde agaros tenyészetet
hoztam létre, igy lehetséges, hogy a kevert tenyészetbdl a Hanseniaspora sp. 1izolatumot vittem
tovabb, ¢és ezzel dolgoztam. Javasolt tehat a 14-es izolatummal minden vizsgalatot (morfoldgia,
MALDI-TOF-MS és molekularis vizsgalatok) megismételni annak érdekében, hogy a torzset

megbizhatdan azonositani lehessen.
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6. Osszefoglalas

Diplomamunkam soran:

1.

A molekularis jellemzésre atadott 16 torzsbol sikeres DNS izolalast végeztem, a mintak

DNS koncentracidja és tisztasaga alapjan megfeleltek a tovabbi PCR-es vizsgélatokhoz

. A 26S rDNS DI1-D2 domén esetén ARDRA moddszerrel harom restrikcidés enzim

alkalmazasaval megallapitottam a taxondmiai, fajszintli kiilonbségeket a vizsgalt
torzsek kozott. Az eredmények Osszhangban voltak az elézetes vizsgalatokkal
(MALDI-TOF-MS, mikroszkopos vizsgalata, telepmorfologia), tovabba megerdsitést
nyert a M. pulcherrima faj genetikai sokfélesége, minthogy a kapott mintdzatok alapjan
a fajon beliili alcsoportokat tudtam elkiiloniteni. A M. pulcherrima rDNS szekvencidk
fajon beliili kiilonbségeit mas kutatdsokban is tapasztaltak.

RAPD modszerrel vizsgaltam a fajokon beliili polimorfizmust €s meghataroztam a 6
klasztereket. A RAPD mintdzatok ugyanakkor megmutattdk, hogy a M. pulcherrima-
ként azonositott izoldtumok egyedi, egymadstdl eltérd torzsek. Ez Osszhangban az

irodalomban leirt eredményekkel.

Dolgozatom alapjan megallapithatd, hogy a sz616k feliiletérdl izolalt M. pulcherrima élesztok

faji szintli identifikalasa soran, habar a MALDI-TOF-MS azonositas megbizhaté eredményeket

tud adni, azonban emellett mindenképpen érdemes molekuléris biologiai mddszerekkel is

jellemezni a torzseket, féleg amennyiben az eldzetes vizsgalatok (mikroszkopos vizsgalat,

telepmorfologia) eltérést mutatnak a mintak kozott. Az eredmények alapjan jol latszik, hogy a

torzsek orokitdanyaganak molekularis technikakkal kapott mintazatai a legaprobb, akar torzs

szintll kiilonbségeket is képesek feltarni.
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I. TABLAZAT: Asszisztensi vagy kisebb mértékii felhasznélds (pl. forditas, nyelvi korrektira,
Btletelés stb.)

{Ezen felhaszndldsok esetében a konkrét promptok és valaszok csatoldsa nem sziikséges.)

i A felhasznalds célja Alkalmazott Mi-eszkdz neve  Erintett rész (ha nem a
és verzidja | szdveg egészére vonatkozik)

i
Tudomadnyos cikkek keresése | ChatGPT-5 , —

Il. TABLAZAT: Jelentds tartalmi hozzdjérulds (pl. egy teljes dbra vagy egy hosszabb
szovegrész generdldsa)

{Ezekben oz esetekben a felhaszndlt kulcsfontossdgu promptok és az Mi dltal adott nyers
vdlaszok dokumentdldsa és a munka mellékletében vald csatoldsa sziikséges.)
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3/A. Oktaté altal eldirt kiegészits szabélyok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantirgy oktatdja vagy témavezetSje ar Ml-eszkozok haszndlatara
vonatkozéan kiilin szabélyokat vagy elvdrdsokat hatdrozott meg, kérjiik, az aldbbi mezében
foglalja Bssze ezeket:

Pl. az MI hasznélaténak tilolma bizonyos felodattipusokra; csak konkrét eszkéz hoszndlote
engedélyezett; eltérd hivatkozasi elvardsok; dokumentacios forma stb.

Oktato vagy témavezets dital eldirt szabdlyok:

—

4. Minden hallgatéra vonatkozd nyilatkozat:

Kijelentem, hogy az MI &htal esetlegesen generdlt tartalmakat minden esetben kritikailag
felGlvizsgaltam, szerkesztettem és a munkaba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéért és tudomanyos helytalidsagaért teljes korll feleldsséget vallalok.
Tudomdsul veszem, hogy a Magyar Agrar- és Elettudomdnyl Egyetem a benydjtott munkat
mesterséges intelligencia detektorral ellendrizheti, és eljdrast kezdeményezhet, amennylben
a nyilatkozatom valétlan vagy hidnyos.

Kelt: Budapest, 2025. oktdber. 29.

(ALl B fede
Hallgatd aldirdsa Konzulens/Témavezetd aldirdsa
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