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Roviditések jegyzéke

Az értekezésben hasznalt nemzetség nevek roviditései

Brettanomyces

C. Candida

Cr.  Cryptococcus

Cut.  Cutaneotrichosporon

Cyb. Cyberlindnera

D. Debaryomyces
Eremothecium
Hanseniaspora

K. Komagataella

Ku.  Kuraishia

L Lachancea

M Metschnikowia

N. Nakazawaea

O Ogataea

P Pichia

Ps.  Pseudophaeomoniella

S. Saccharomyces

Sch.  Schizosaccharomyces

Sta.  Starmerella

Schw. Schwanniomyces

T. Torulaspora
Y. Yarrowia
Z. Zygosaccharomyces
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Az értekezésben hasznalt egyéb roviditések

AFLP

BLAST
CBS

CUA
D1/D2 régid
Indel

ITS
MIMNG
NCAIM
PCR

rRNS

rDNS
RAPD

URB
tke
YNB

amplified fragment length polymorphism (amplifikalt fragmentum hossz
polimorfizmus)

basic local alignment search tool

Centraalbureau voor Schimmelcultures (jelenleg Westerdijk Fungal
Biodiversity Institute)

Christensen’s urea agar

a rRNS nagy alegységét kodolo gén D1/D2 régidja
inszercid/delécio

internal transcribed spacer

Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteménye
National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms
polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

riboszoémalis RNS

a riboszoémalis RNS-t kodold gén

randomly amplified polymorphic DNA (véletlenszeriien megsokszorozott DNS
sokféleség)

,Urea Rapid Broth”
telepképz6 egység

,, Yeast Nitrogen Base”
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Koszonetnyilvanitas

A szakmai munkamat az elmult b6 harom évtized soran segité szamtalan embernek
egyforman hélas vagyok, név szerint csak néhanyat emelek ki koziiliik.

Koszonetem fejezem ki Dobolyi Csabanak, aki bevezetett az élesztégombak
csodalatos vilagaba, Novak Ervin Karolynak, Cletus P. Kurtzmannak ¢és Marc-André
Lachance-nak, akikhez barmilyen mikoldgiai problémaval fordulhattam.

A Mezdgazdasagi ¢és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteménye valamennyi
munkatarsanak halaval tartozom. Dlauchy Dénes a molekularis bioldgiai vizsgalatokban és a
filogenetikai elemzésekben nyujtott felbecsiilhetetlen segitséget, Lehockiné Tornai Judit, és
amig tehette Dedk Tibor is folyamatosan tdmogatta munkdmat. A Torzsgyiijtemény
technikusaira, akik koziil Bétéri Gyulanénak kiilon koszonettel tartozom, szintén mindig
szamithattam munkam soran.

Koszonettel tartozom Nagy Edina Szandra PhD hallgatomnak, aki nagymértékben
jarult hozza a Yarrowia nemzetség biodiverzitasanak feltarasahoz egyes élelmiszerekben,
valamint a tbb mint 80 tarsszerzének, akik koziil név szerint is kiemelem Neza Cadez-t,
akire mindig szamithattam és szdmithatok a szakmai problémak megoldasaban.

Az értekezés elkészitése soran nyujtott tamogatasért halaval tartozom Halész
Annénak.

Ko6szonetemet fejezem ki Szlics Erzsébetnek a munkdm soran felhasznalt sz616 mintak
begytjtéséért, Toth Gusztavnak (Igazioliva Olivaolaj-szakiizlet, Pomaz) az olivaolaj, Neza
Cadeznek pedig az olivaolaj iiledék mintak biztositasaért, Csillag Ferencnének és Nagy
Barbaranak (Szent Istvan Egyetem, Budai Campus, Kozponti Laboratdrium) a transzmisszios
elektronmikroszkopos fotok elkészitéséért, Alfred Bothanak (University of Stellenbosch) a
protisztak aktivitasanak visszaszoritasara alkalmas modszer megosztasaért.

Végiil, de nem utolsé sorban kdszonom a csaladomnak, hogy tamogattak és elviselték

a munkdmmal jar6 negativ mellékhatdsokat.

Budapest, 2020. februar

Péter Gabor
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Bevezetés

Az élesztégombakat az emberiség — eleinte természetesen tudtan kiviil - mintegy 5000
éve hasznalja kenyér, sor, bor és egyéb ¢élelmiszerek és italok eldallitasara. Leeuwenhoek
(XVIL szazad), Pasteur, Hansen (XIX. Szazad), Guilliermond, Kluyver (XX. szazad) és
masok, részben egymasra épiild6 munkassaganak kdszonhetden nyilvanvalova valt, hogy az
élesztégombak alapvetd szerepet toltenek be az élelmiszerek és italok eldallitasaban (Rose €s
Harrison, 1969; Fleet, 2006). inséges id6kben, pl. a Il. vilaghdboru alatt az élesztdgomba
kozvetlen human taplalkozasban valdé alkalmazasara is torténtek probalkozasok.
Németorszagban a mosott, szaritott sorélesztét mar az 1910-es évektdl hasznaltdk emberi
fogyasztasra (Halasz és Lasztity, 1991). Bar a sorélesztét els6sorban takarmanyozasi célra
hasznaljak fehérje, B vitamin és asvanyi anyag tartalma miatt, az emberi taplalkozasban
torténd felhasznalasi lehetdséget is magaban hordozza. Ezt a lehetdséget napjainkban egyre
nagyobb mértékben hasznalja ki az élelmiszeripar a szeparalt sorélesztd funkcionalis
¢lelmiszer adalékanyagként torténd felhasznalasa révén (Halasz és Lasztity, 1991; Rakowska
¢s mtsai, 2017, Hittinger és mtsai, 2018). Az élesztégombaknak az élelmiszeriparban betoltott

lehetséges szerepét Fleet (2006) nyoman az alabbi csoportokba sorolhatjuk:

e Erjesztett élelmiszerek és italok eldallitasa

e Elelmiszer-osszetevék és adalékanyagok eldallitasa

e Biologiai védekezés a romlast okozé mikroorganizmusok ellen

e Probiotikus és bioterapias hatas

e Elelmiszerek és italok romlasanak elidézése

o Elelmiszer allergének forrasai

e Az ¢lelmiszerek élesztdgomba bidtdja opportunista patogén élesztdgombak

forrasa

Az ¢lelmiszeripari jelent0ségli ¢lesztdgombakkal kapcsolatos hazai kutatasok koziil
érdemes kiemelni Dedk Tibor munkéssagat, amelynek egyik {0 teriilete az élesztégombaknak
az élelmiszerek romlasaban betoltott szerepének vizsgalata volt (pl. Deak és Beuchat, 1996,

Deik 2008a).
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Az élesztogombak szama viszonylag csekély az Gsszes ismert gombahoz viszonyitva.
Hawksworth (2001) szerint az ismert gombafajok szama 74 000 és 120 000 kozé tehetd. A
,,The dictionary of the fungi” 10. Kiadasa (Kirk és mtsai, 2008) 97 330 leirt gombafajt emlit.
A legutobb megjelent élesztégomba monografia, a The Yeasts: A Taxonomic Study, 5.
kiadasa (Kurtzman és mtsai, 2011a) kevesebb, mint 1 500 élesztégomba fajt targyal, bar a
tudomany szamara 0j fajok leirasanak felgyorsult iiteme és a monografia hossza atfutasi ideje
miatt, mar megjelenése pillanatdban sem volt teljesen naprakész. Az ismert élesztdgomba
fajok szama jelenleg mar koriilbeliil 2 000-re becsiilhetd.

A mai ¢lelmiszeripari eljardsokhoz alkalmazott, tudatosan javitott tulajdonsagokra
szelektalt élesztdgombakat a kor kovetelményeinek megfeleld modszerekkel kell jellemezni
¢s azonositani. Az erre alkalmas technikak egy részét az értekezésemben is bemutatom. Az v,
elsdsorban DNS alapu, technikdk az élesztégomba torzsek minden kordbbinal pontosabb és
gyorsabb rendszertani azonositasat teszik lehetdvé. A korszerli, molekularis bioldgiai
modszerek alkalmazasat gyakran élelmiszer-biztonsagi szempontok is indokoljak és a
foldrajzi eredetvizsgalat soran is megkovetelik. A genom szekvencidk elemzése kivalo
lehet6séget biztosit az egyes élesztogomba torzsek eredet igazolasara, szélesebb korii
elterjedéséig azonban elsésorban kiilonb6zo torzs specifikus vagy részben torzs specifikus
DNS ujjlenyomat technikakat alkalmaznak erre a célra. llyenek pl. a mitokondrialis DNS
restrikcids enzim analizise, @ RAPD analizis, a mikroszatellit PCR, a transzpozonok d-elemeit
vagy az intronok splicing-helyeit célzo inditészekvenciak alkalmazasaval felszaporitott PCR
termékek Osszehasonlitasa valamint az AFLP analizis (Fernandez-Espinar és mtsai, 2001;
Guillamo6n és Barrio, 2017). A torzsgylijtemények az ismert eredetli, egyre részletesebben
jellemzett mikroorganizmusok tarhazai. A torzsgylijteményekbdl szarmazo ellendrzott
genetikai er6forrasok, koztiik élesztégombak, felhasznalhatok kozvetleniil az élelmiszerek
eléallitasahoz vagy torzsnemesités €s torzsszelekcio alapanyagat képezhetik. Amennyiben a
torzsek jellemzése technologiai szempontbdl jelentés tulajdonsagaikra is kiterjed, akkor
sokszor megjosolhato egyes élelmiszerek és italok eléallitasa soran kifejtett hatasuk is. Igy
példaul a szaharomiceszek erjeszté- és aroma anyag termeld képessége, alkoholtlirése és
kompeticid6 képessége elore vetiti a borok mindségére gyakorolt hatasukat. A
mikroorganizmusoknak, koztik az élesztégombaknak, a biogén amin termelésre vald
képessége (dekarboxilaz aktivitas) vagy annak hianya (Halasz és mtsai, 1994), illetve a
biogén aminok képzését eldsegitd koriilmények megteremtésének képessége, példaul
proteolitikus aktivitds révén (Groenewald és mtsai, 2013), az élelmiszer-biztonsagra gyakorolt

10
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varhato hatasuk megjosolasat teszi lehetové. Az ¢€lesztégombak lipolitikus aktivitasa a nagy
zsir- vagy olaj tartalmu élelmiszerek, mint pl. az olivaolaj romlasanak el6idézésére vald
képességiiket valdsziniisiti.

A Biologiai Sokféleség Egyezmény (Ri61 Egyezmény) értelmében minden Szerz6do
fél ,,megteremti ¢és fenntartja a novények, allatok ¢és mikroorganizmusok ex-situ
megOrzésének, valamint kutatdsdnak feltételeit, els6sorban a genetikai forrasok szarmazasi
orszagaiban” (Bioldgiai Sokféleség Egyezmény, 1992). Ezzel 6sszhangban a mikrobialis
génallomany ex-situ megodrzését, melyben kiemelkedd szerepet toltenek be a nemzeti
torzsgylijtemények, a vilag szdmos orszaga, koztik hazank, is tadmogatja. A
torzsgyljtemények a mikrobialis génallomany megdrzése mellett sokszor jelentds szerepet
toltenek be a mikroorganizmusok bioldgiai sokféleségének (biodiverzitasanak) feltarasaban és
a rendszertani kutatasokban is. Nincs ez masként a Mezbgazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteménye (MIMNG) esetén sem. A MIMNG kutatoi az
utobbi b6 két évtizedben jelentds mértékben hozzajarultak a természetes és mesterséges,
ember alkotta ¢l6helyek, ide értve az élelmiszerek, élesztégomba biodiverzitasanak
feltardsdhoz, valamint az élesztdgomba rendszertan fejlddéséhez. Munkénk soran eddig
harom 1) élesztdgomba nemzetség és 44 0j faj leirdsdban vettliink részt. Eredményeink
ravilagitottak arra a tényre, hogy még a viszonylag behatdan vizsgalt €élelmiszerek, illetve
élelmiszer alapanyagok is eddig ismeretlen élesztdgombakat rejthetnek. Megfeleld i1zolalasi
eljarasokat és korszerti, DNS alapt rendszertani azonositasi modszereket alkalmazva egyre
pontosabb képet nyerhetiink az élelmiszerek élesztdgomba kozosségeirdl. Szamos olyan
¢lesztbgomba is ismert, amelyek ugyan nem ¢€lelmiszerekbdl szarmaznak, de biologiai
aktivitasuk vagy az altaluk termelt egyes anyagcsere termékek révén szerepiik lehet az
¢lelmiszerek eldallitasa soran. Az értekezésben elsdsorban azon eredményeink ismertetésére
szoritkozom, amelyek a fent felsorolt szempontok szerint potencialis élelmiszeripari

jelentéséggel birnak.

11



dc_1731 20

12



dc_1731 20

Irodalmi attekintés

Az élesztogombak élelmiszeripari jelentésége

Az ¢élesztégombak az ember altal legkorabban héziasitott szervezetek kozé tartoznak
(Vaughan-Martini és Martini, 1995). Gyakorlati jelentéségiik messze meghaladja a gombakon
beliili szdmaranyukat (Dedk 1998). Az 1j kdkorszak (neolit) o6ta hasznalja Oket az ember
élelmiszerek és italok eldallitasara (Dequin, 2001). Elelmiszeripari jelentségik nem
korlatozodik az élelmiszerek eldallitasara, hanem a teljes é€lelmiszer-ellatasi lanc mentén
kifejthetik az élelmiszerek mindsége szempontjabol hasznos vagy karos hatasukat. A
terjedelmi korlatok miatt szertedgazo szerepiik csak igen tomor attekintésére nyilik mod.
Kissé részletesebben csupan azokra a teriiletekre térek ki, amelyek az értekezésben ismertetett

kutatési eredményeinkkel szorosabb kapcsolatban allnak.

Erjesztett élelmiszerek és italok elallitasa élesztogombak segitségével

Az erjesztett élelmiszerek és italok eldallitasara felhasznalt mikroorganizmusok koziil
kétségtelenlil az ¢élesztdgombak a legjelentdsebbek. Az erjesztési folyamat soran az
¢lesztégombak modositjdk az alapanyagok érzékszervi €s fizikai tulajdonséagait, valamint
taplalkozasi értékét. A fejlddd orszagokban az élelmiszerek erjesztése alapvetéen hozzéjarul
az ¢élelmiszer-biztonsdghoz (Romano és mtsai, 2006). Tamang ¢és Kailasapathy (2010),
valamint Tamang és mtsai (2016) igen részletes attekintést adnak az erjesztett élelmiszerekrol
és italokrol. Kiilondsen Azsidban készitenek sokféle, a nyugati viligban gyakran alig ismert
erjesztett élelmiszert és italt. Tamang és Kailasapathy (2010) csak az erjesztett alkoholos
italoknak 10 csoportjat kiilonbozteti meg, a felhasznalt alapanyagok és a termék eldallitasa
soran alkalmazott technologidk alapjan. Az erjesztett élelmiszerekbdl, italokbol és kevert
starterekb0l a kovetkezd élesztdgomba nemzetségek eldfordulasarél szamolnak be:
Brettanomyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Dekkera, Galactomyces,
Geotrichum, Hansenula, Hanseniaspora, Hyphopichia, Issatchenkia, Kazachstania,
Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Rhodosporidium, Saccharomyces,
Saccharomycodes, Saccharomycopsis, Schizosaccharomyces, Sporobolomyces, Torulaspora,
Torulopsis, Trichosporon, Yarrowia és Zygosaccharomyces (Tamang és mtsai, 2016).

Az élesztégombaknak a kenyér, a bor és a sor elddllitdsdban jatszott szerepe a

legismertebb, de szamos egyéb élelmiszer, mint példaul egyes sajtok és erjesztett tejtermékek,
13
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fermentalt kolbaszok, szaldmik valamint egyéb alkohol tartalmu italok készitésekor is
felhasznalasra keriilnek. Az élesztégombak élelmiszeriparban betoltott gazdasagi jelentdsége
tulszarnyalja egyéb kereskedelmi célii felhasznalasuk jelentdségét (Abbas, 2006). Az
¢lesztogombak, ¢lesztdégomba kivonatok, autolizatumok és az egyéb élesztdgombabol késziilt
termékek vilagpiaci forgalma 2016-ban meghaladta 7 milliard dollart és 2022-re 10 milliard
dollart meghalado forgalmat prognosztizalnak (Globe Newswire, 2017. Szept. 05).

A borkészités, az emberiség évezredek Ota virdgzo tevékenységei kozé tartozik.
Feljegyzések alapjan id0szamitasunk eldtt 5000-ben Egyiptomban és Fonicidban mar spontan
erjesztéssel bort készitettek, de a torténészek szerint a borkészités valosziniileg ennél is sokkal
régebbi multra tekint vissza (Verstrepen és mtsai, 2006). Egyiptomi bortarté edényekbol
felszaporitott rDNS bazissorrendje alapjan valészintisithetd, hogy Egyiptomban mar legalabb
idészamitasunk el6tt 3150-ben S. cerevisiae-vel erjesztették a bort (Cavalieri és mtsai, 2003).
Spontan erjesztés esetén a must erjedését altalaban Hanseniaspora (Kloeckera), Candida,
Kluyveromyces, Pichia és Metschnikowia torzsek inditjak be, majd néhany nap utan, amikor
az erjed6 must alkohol tartalma eléri az 5-7%-ot, a nagyobb erjesztd képességli és nagyobb
etanol-toleranciaval rendelkezé Saccharomyces, leggyakrabban S. cerevisiae, torzsek valnak
dominédnssa és veszik at az erjesztés irdnyitasat (pl. Fleet & Heard, 1993; Fleet, 2003;
Romano és mtsai, 2006, Bagheri és mtsai, 2017). Arra is fény dertiilt, hogy tobb S. cerevisiae
torzs is részt vehet az erjesztésben (pl. Querol €s mtsai 1992; 1994; Schiitz és Gafner, 1993;
Valero és mtsai, 2007) és valamennyi hozzajarul a bor minéségének kialakitasahoz (Lurton és
mtsai, 1995). A bornak, a sz416 fajtara jellemzo, végsé bukéja az erjesztés és az aroma
anyagoknak a bor érlelése soran végbemend atalakuldsa eredményeként jon létre. Az aroma
anyagok zome az erjesztés soran alakul ki és a tobb mint 1000 azonositott ill6 komponens
koziil tobb mint 400-at az élesztdgombak termelnek (Romano és mtsai, 2006). A sz6l6 és a
bor mikroba kozosségeit, koztiik az élesztégombakat és a tejsavbaktériumokat, a bor aromajat
¢s a fogyasztok altali fogadtatasat befolydsoldo dontd tényezonek tekintik (Belda és mtsai,
2017)

Bar a sz616szemekrdl a mustba keriilé Saccharomyces torzseknek a must erjedésében
jatszott szerepérdl eltéréek a vélemények (Martini, 1993; Vaughan-Martini és Martini, 1995;
Martini és mtsai, 1996; Torok €s mtsai, 1996, Mortimer és Polsinelli, 1999), kiilonb6zo
szerzOk egyetértenek abban, hogy a Saccharomyces sejtek szama a sz6lészemek felszinén
alacsony, 10-100 sejt/cm? (Martini és mtsai, 1996; Fleet és mtsai, 2002). Ennek ellenére, tobb

okbol is sziikségessé valhat Saccharomyces torzsek izolalasa sz616r6l. E16szor, amennyiben a
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sz616bogyordl izolalt Saccharomyces torzsek tiszta tenyészete rendelkezésre all, a jelenleg
elérhetd molekularis bioldgiai modszerek [pl. mitokondridlis DNS restrikcidés enzim analizis,
RAPD analizis, mikroszatellit PCR, od-elemek vagy intronok splicing-helyeit célzo
inditészekvencidk alkalmazasaval felszaporitott PCR termékek 0Osszehasonlitasa, AFLP
analizis (Fernandez-Espinar és mtsai, 2001; Guillaméon és Barrio, 2017)] segitségével a
mélyrehatobb megismerését. Masodszor, folyamatosan ndvekszik az igény az egyes
borvidékekhez, azok sz0616 fajtaihoz, sz6lémiivelési gyakorlatahoz és az alkalmazott boraszati
technologiakhoz jobban adaptalodott Saccharomyces torzsek (helyi vagy ,terroir”
¢lesztégombak) irant (Pretorius, 2000). A potencialis starter torzsek egyik forrasa maga a
sz0616 (pl. Orli¢ és mtsai, 2005; Romano és mtsai, 2008; Fleet, 2008).

Jol ismert tény, hogy kis koncentraciojuk miatt, duasitds nélkiil igen nehéz
Saccharomyces torzseket izolalni sz616r6l (pl. Martini, 1993; Vaughan-Martini és Martini,
1995; Martini és mtsai, 1996). A leggyakrabban alkalmazott mddszer sokdig az ,,0ndusitas”, a
sz016 laboratoriumi koriilmények kozotti préselése €s a must erjesztése volt, amit higitas és
feliileti szélesztés kovetett (Martini, 1993). Torok és mtsai (1996) nagy etanol tartalmi
taptalajt alkalmaztak Saccharomyces-ek kozvetlen izolalasara sz6l6rél, Sniegowski és mtsai
(2002) pedig nagy etanol tartalmu taplevesben torténd dusitast kovetden izolaltak
Saccharomyces torzseket fakéreg és fanedv mintakbol. Mivel a boraszati kornyezetbdl
szarmaz6 Saccharomyces torzsek zome képes az etanol hasznositasara, az etanol
koncentracidja valtozhat a nagy etanol tartalmu tapkozegek alkalmazidsa soran, ezért mas
elméleti alapon nyugvo szelektiv izolalasi modszereknek is 1étjogosultsaga lehet. Ezért egy
egyszerl, hatékony, nagy metanol tartalmu tapkozegben vald dusitason alapuld alternativ
modszert irtunk le a Saccharomyces torzsek sz616r6l valo izolalasara (Péter és mtsai, 2011a),
amely a késObbiekben részletesebben is bemutatasra keriil.

A must erjesztése és a bor érlelése soran a korabban emlitett fajok mellett mas
¢lesztégombak, pl. Brettanomyces, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora és
Zygosaccharomyces fajok is jelen Ilehetnek, melyek kozil egyesek kedvezotleniil
befolyasolhatjak a bor érzékszervi tulajdonsagait. A S. pombe, a Z. bailii és a L.
(Zygosaccharomyces) fermentati kiemelkedd etanol toleranciaval rendelkeznek, ugyanakkor
az almasav bontasara is képesek, amely boraszati szempontbol fontos tulajdonsag (Romano és

mtsai, 2006).
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A jelenleg a Starmerella bacillaris szinonimjanak tartott (Mycobank,
http://www.mycobank.org, hozzaférés 2019/07/28), C. zemplinina-ként leirt (Sipiczki, 2003)
fajra jellemz6, hogy, a S. cerevisiae-vel ellentétben, a fruktéz felhasznalasat részesiti
elényben a gliikdzzal szemben, és egységnyi cukorbol sokkal kisebb mennyiségii etanolt allit
elé, mint a S. cerevisiae (Magyar és Toth, 2011). A C. zemplinina 0zmo- és pszichrotolerans
paratipus torzsei nemesrothadason keresztiilment sz616bdl késziilt erjedd mustbol kertiltek
izolalasra a Tokaji borvidéken (Sipiczki, 2003). Szédmos tanulmany jelzi a faj boraszati
jelentdségét. Nyolc élesztégomba fajt, koztiik a Sta. bacillaris-t, képvisel6 torzsekkel torténd
beoltast kovetéen a Sta. bacillaris mindvégig jelen volt a kisérletei must erjesztése soran
(Bagheri és mtsai, 2017). Englezos és mtsai (2015) fruktofil tulajdonsaga, kis alkohol és
ecetsav termeld képessége miatt, a S. cervisiae-vel kombinalva, potencialis starternek tartjak a
Sta. bacillaris-t.

A borok egyenletes mindségének biztositdsa érdekében a spontan erjesztést egyre
nagyobb mértékben valtja fel a starterkultirdk alkalmazasa. A starterek alkalmazésa
minimalizélja az erjesztési hibak eldforduldsanak a valdsziniiségét és elore megjosolhatd
mindségli termék eldallitasat eredményezi (Verstrepen €s mtsai, 2006). A felhasznalt starterek
leggyakrabban egyetlen, boraszati szempontbdl kedvezd tulajdonsdgokkal rendelkezd
Saccharomyces torzset tartalmaznak, de, mivel a vilag legjobb borainak eldallitasa soran a
nem-Saccharomyces éleszték is kisebb-nagyobb szerepet jatszanak az erjesztésben, és igy
hozzajarulnak a bor minéségéhez, terjed a kombinalt, a Saccharomyces mellett egyéb, nem-
Saccharomyces, torzset is tartalmazo starterek felhasznalasa is. A bor mindségére gyakorolt
kedvezd hatdsuk miatt a szaharomiceszek mellett kiilonb6zé szerzOk szédmos egyéb faj
starterkultaraként vald felhasznalasat is javasoltdk mar, kozéjiik tartozik pl. a fent emlitett,
magyar vonatkozast C. zemplinina (Sta. bacillaris), a H. uvarum, a M. pulcherrima és a T.
delbrueckii (Padilla és mtsai, 2016)

Az elsOsorban az angolszdsz orszagokban népszerli, alméabol erjesztett cider
eldallitasanak lépései némiképpen hasonlitanak a szO616bdl késziilt bornal leirtakhoz, mig a
szakét, a japanok nemzeti italat rizsbol készitik. A rizs g6zolése és a benne 1évé keményitd
Aspergillus oryzae amilaz enzimjével torténd hidrolizalasa altal 1étrehozott félkész termék, a
koji, amelybdl nagy alkoholtiirésii S. cerevisiae torzsekkel erjesztik a végterméket (Dedk,
1998; Romano ¢és mtsai, 2006).

A sorkészités is tobb ezer éves multra tekint vissza. Régészeti leletek bizonyitjak,

hogy az dsi Egyiptomban ie. 1500-ban mar ipari méretekben gyartottak a sort (Verstrepen és
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mtsai, 2006). A sorgyartasban is a Saccharomyces-eké a fészerep. A legtobb sort kizardlag
Saccharomyces torzsekkel allitjak el6, az also erjesztésii ,,lager” soroket S. pastorianus (S.
carlsbergensis), [a S. cerevisiae és a S. eubayanus hibridje (Libkind és mtsai, 2011)], mig a
fels6 erjesztésiicket (,,ale”) S. cerevisiae torzsek felhasznalasaval (Romano és mtsai, 2006).
Fontos fiziologiai kiilonbség az als6 ¢€s felsd erjesztésti sorok eldallitasdhoz felhasznalt
élesztégomba torzsek kozott, hogy az eldbbiek képesek a melibioz erjesztésére €s nem
szaporodnak 37 °C hoémérsékleten, mig az ,ale” torzsek nem erjesztik a melibidzt ¢és
szaporodnak 37 °C homérsékleten (Stewart és mtsai, 1984; Romano és mtsai, 2006). Mig a
legtobb sor a hokezelt sorlé egyetlen Saccharomyces torzzsel torténd beoltasat kovetd
iranyitott erjesztéssel késziil, néhany, altaladban spontan erjesztéssel eldallitott specialis sor (pl.
Lambic és Gueuze sorok) erjesztése soran egyeb mikroorganizmusok is szerephez jutnak pl.
Pediococcus és Dekkera fajok (Dufour és mtsai, 2003; Hansen és Piskur, 2003; Romano és
mtsai, 2006, Spitaels és mtsai, 2014).

A S. cerevisiae felhasznalasara épiil a kiilonboz6 desztillalt szeszes italok, koztik a
palinka, készitése, valamint az ipari szesz eldallitasa is, csakigy, mint a siitéélesztd gyartas
(Deak, 1998; Romano és mtsai, 2006).

Az erjesztett tejtermékek eldallitasahoz leggyakrabban a Candida, Galactomyces,
Kluyveromyces, Saccharomyces ¢és Torulaspora nemzetségek torzseit hasznaljak a
tejsavbaktériumok mellett. A Magyarorszagon is népszert kefir eldallitasakor Kazachstania
unispora (korabban S. unisporus) és Kluyveromyces marxianus (C. kefyr) torzseket
alkalmaznak starterként, de kefirb6l tobb mint 20 élesztégomba fajt, koztiik a S. cerevisiae-t,
izolaltak mar (Oberman ¢és Libudzisz, 1998; Romano és mtsai, 2006, Prado és mtsai, 2015).

A sajtgyartas soran az élesztdgombak koziil altalaban a G. geotrichum, a Y. lipolytica
¢és a D. hansenii tolti be a legjelentdsebb szerepet, utobbit egyes sajt tipusoknal starterként is
hasznaljak. A tejsav lebontdsa révén emeli a sajt pH-jat, lehetévé teszi a sav-érzékeny
baktériumok (pl. Brevibacterium linens) szaporodasat, aromaanyagokat és a baktériumok
szaporodasat el0segitd anyagokat termel, lipolitikus és proteolitikus aktivitdsa révén pedig
elosegiti a sajtok érését (Jakobsen és Narvhus, 1996; Romano és mtsai, 2006). A Y. lipolytica
lipolitikus és proteolitikus hatdsa miatt szintén jelentds szerepet tolthet be egyes sajtok
¢érlelése soran (Groenewald és mtsai, 2013), viszont mivel zsir- és fehérjebontd képessége
igen erds, fontos romlast okozd képességgel is rendelkezik (Deak, 2008a, Groenewald és
mtsai, 2013). Ezen kiviil barna pigmentet is képezhet a sajtok felszinén (Carreira és mtsai,

2001), ami esztétikai értékiiket rontja.
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A fermentalt huskészitmények eldallitasa soran a baktériumok, elsdsorban a
tejsavbaktériumok, a dominans mikroorganizmusok, de az ¢élesztdgombak is szerepet
jatszanak a folyamatban. Az élesztdgombak a nyers husokon altalaban kis szdmban fordulnak
eld, de a fermentalt kolbaszok, szalamik kis homérsékleten torténo érlelése soran a mikrobiota
dominans komponensévé valhatnak (Cook, 1995). Koncentraciojuk az érlelés soran elérheti a
10°-10° tke/gramm értéket (Encinas és mtsai, 2000; Gardini és mtsai, 2001). Az
¢lesztdgombak szerepe az erjesztett kolbaszok és szaldmik készitése soran elsGsorban a szin-
¢s izanyagok kialakuldsahoz kapcsolodik, az oxigén eltavolitdsa, a peroxidok lebontdsa
valamint lipolitikus ¢és proteolitikus aktivitasuk kovetkeztében (Liicke, 1985). Az erds
zsirbontd képességgel rendelkezé Y. lipolytica lipdz enzime elsGsorban telitett zsirsavak
képz6dését eredményezi, tovabba ez az élesztd képes a zsirbontaskor képz6dé szabad
telitetlen zsirsavak tovabbi atalakitaséra, ezéltal csokkentve az avasodas mértékét (Ordofiez és
mtsai, 1999; Romano és mtsai, 2006).

A fent emlitetteken kiviil szamos tovabbi, erjesztett €s nem erjesztett, élelmiszerben jol
dokumentalt az élesztégombak eléforduldsa. Szerepliik a nem erjesztett élelmiszerekben
altalaban kevésbé jelentds, mint az erjesztett élelmiszerekben és italokban, sokszor csak akkor
valik nyilvanvalova, ha romlast okoznak. Mivel az élelmiszerek mikrobiologiai vizsgalata
hosszi multra tekint vissza, ritkdn fordul eld, hogy egy ¢élelmiszerrdl napjainkban deriil ki,
hogy ¢lesztogombak ¢l6helyéiil szolgal. A hidegen sajtolt olivaolaj esetében azonban éppen
ez tortént. A mediterran térségre jellemzdé olivaolajban gazdag étrendnek szamos az
egészségre gyakorolt kedvezd hatdsa ismert. Kiilondsen a keringési rendszer mitkddésére fejt
ki pozitiv hatast (Buckland és Gonzalez, 2010). Az olivaolaj oriasi taplalkozasi és gazdasagi
jelentdseége ellenére csak meglepden késon deriilt fény arra, hogy a frissen sajtolt olivaolaj
gazdag mikrobiotanak adhat otthont, aminek gyakran az élesztdgombak a dominans
Osszetevoi (Ciafardini €s Zullo, 2002a, b). Az élesztdgombak a lebegd szilard részecskékhez
kotédnek vagy az olajban taldlhatd aprd, névényi eredetli vizcseppek zarjdk magukba Oket
(Ciafardini és Zullo, 2002a, b; Koidis és mtsai, 2008). Az olivaolaj {ilepitése soran a benne
szuszpendalt ndvényi részecskék és aprd vizcseppek az iilepitd tank aljara vandorolnak, ahol
tiledéket képeznek (Ciafardini és Zullo, 2002a, b). Az iiledék ezért az olivaolajban talalhato
élesztdgombak igéretes izolalasi forrasa. Az élesztdgombdk az aromaanyagok javitasaval
kedvezd hatast fejthetnek ki az olaj mindségére, ugyanakkor lipolitikus aktivitasuk révén a
savtartalom nemkivanatos emelkedését idézhetik eld (Ciafardini és mtsai, 2006a, b; Koidis és

mtsai, 2008). Az olivaolajbol és az annak eldallitdsa soran keletkezett melléktermékekbol
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izolalt ¢€lesztégombak koziil tobb 10j, a tudoméany szamara koraban ismeretlen fajnak
bizonyult. Ezek leirdasdban mi is részt vettiink. Az 0j fajok a késObbiekben keriilnek

bemutatasra.

Elelmiszer-osszetevok és adalékok el6allitasa élesztogombak felhasznalasaval

Az ¢élesztégombaknak illetve az élesztégombakbol nyert anyagoknak az élelmiszerek
eldallitasaban betoltott szerepérdl széleskori attekintést kozolt Halasz és Lasztity (1991).
Abbas Ujabb keletli Osszefoglaldja szerint (Abbas, 2006) ,,az ¢lesztégombakbol késziilt
termékek magat a teljes élesztot tartalmazzak strli szuszpenzid vagy krém formajaban, vagy
aktiv szaritott éleszt6t, élesztd autolizatumokat, éleszté kivonatokat, elkiilonitett 6sszetevoket,
mint pl. fehérje izoldtumokat, aminosavakat, sejtfal gliikkdnokat és mannoproteineket,
vitaminokat,  szterineket,  karotinoidokat, lipideket,  enzimeket,  nukleinsavakat,
poliszacharidokat, kémiai, fizikai vagy enzimatikus Giton modositott komponenseket™.

Az élesztégombabol szarmazd termékek kiillonb6zé modon jarulhatnak hozza az
¢lelmiszerek iz ¢és aromaanyagainak kialakitdsdhoz. Vagy adalékanyagként keriilnek
felhasznalasra, vagy biokatalizatorként alkalmazzak Oket, amelyek az élelmiszer-6sszetevok
atalakitdsa révén kedvezd tulajdonsagokkal rendelkezé komponenseket éllitanak eld. Az
¢lesztbgombakat ¢€s az ¢lesztégombakbol késziilt termékeket kedvezd iz (alkoholok,
aldehidek, aminosavak, aminosav szarmazékok, szénhidratok, zsirsavak, észterek, laktonok,
poliolok, szerves savak, glicerin, xilit, inozit stb.) és aroma anyagaik (kozmaolajok, zsirsavak,
zsirsavészterek, karbonil-, kén-, és fenolvegytiletek, laktonok, és egyéb aroma komponensek)
miatt, antioxidansként (pl. oxigénezett karotin szarmazékok, citromsav, ubikinonok,
tokoferolok, rezveratrol, B-glilkkanok), szinezOanyagként (astaxanthin, karotinok, likopin,
lutein, torulin, stb.), vitaminforrasként, és az egészségre gyakorolt kedvezd hatdsuk (lasd
kés6bb) miatt alkalmazzak ndvényi és allati eredetli termékek széles korének eldallitasa soran.
A Saccharomyces-en kiviil pl. a kovetkezd nemzetségekbe tartozd fajok keriilnek
felhasznalasra: Candida, Debaryomyces, Geotrichum, Hansenula, Kloeckera, Kluyveromyces,
Pichia, Schizosaccharomyces, Sporobolomyces, Yarrowia és Zygosaccharomyces (Abbas,
2006).

Nagy fémion (pl. krém, szelén, germanium, cink, vas) tartalmi tapkozegben
szaporitva az ¢lesztogombak felveszik, és sejtjeikben felhalmozzak ezeket a kationokat.

Ezaltal a szamos enzimreakcidoban szerepet jatszo fémekben gazdag, dusitott dsvanyi anyag
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tartalmu ¢lesztd eldallitasara nyilik lehetdség (Halasz és Lasztity, 1991; Abbas, 2006; Gaensly

¢és mtsai, 2014 és az altaluk hivatkozott kozlemények).

Biologiai védekezés az élelmiszerromlast okozé mikroorganizmusok ellen élesztogombak
segitségével

A fonalas gombakra kifejtett erds antagonista hatdsuk miatt, néhany élesztdgombat
sikerrel alkalmaznak az ¢élelmiszeriparban, betakaritds eldtti és utani romlast okozo
mikroorganizmusok, elsdsorban penészgombak, pl. Botrytis, Penicillium, Aspergillus és
Rhizopus fajok elleni biologiai védekezésre gyiimolesok és zoldségek esetében (Fleet, 20006).
Néhany penészgomba-antagonista élesztégombat [Anthracocystis flocculosa (Pseudozyma
flocculosa), Candida oleophila és Metschnikowia fructicola] tartalmazé készitmény mar
eljutott a kereskedelmi forgalmazéasig. Tovabbi, a biologiai védekezésre potencialisan
felhasznalhato élesztégombak kozé tartozik pl. a Candida sake, a C. famata (D. hansenii), a
Papiliotrema (Cryptococcus) laurentii, a Metschnikowia pulcherrima, a Meyerozyma (Pichia)
guilliermondii, az Ogataea (Pichia) angusta, a Pichia fermentans, a Sporobolomyces roseus
¢s a Wickerhamomyces anomalus (P. anomala) (Janisiewicz és Korsten 2002; Fleet, 2006;
Giobbe és mtsai, 2007; Fiori és mtsai, 2008; Droby és mtsai, 2009). Az ¢élesztdgombaknak a
gombakra gyakorolt antagonista hatasdnak magyarazatara a kovetkez6 hatdsmechanizmusokat
tételezik fel; versengés a tdpanyagokért és az ¢€lhelyért, antibiotikus €s toxikus hatasu
anyagok (pl. zsirsavak, zsirsavszarmazékok, etanol, acetaldehid, etil-acetat), killer toxinok és
mas gatld hatasti fehérjék és peptidek termelése, gomba sejtfal lizisét eldidézé enzimek
(glukanazok és kitindzok) termelése €s a ndovények védekez6 mechanizmusainak serkentése,
biofilm képzés (Punja és Utkhede, 2003; Fleet 2006, Giobbe és mtsai, 2007). A pulcherrimin
termelé Metschnikowia torzsek esetén a fentiektdl eltéré hatdsmechanizmust tartak fel. A
vastartalmi komplex pigment képzédésekor a Fe®" ionoknak a kdrnyezetbdl torténd kivonasa
altal okozott vashidny felelds a gombak és baktériumok nodvekedésének/szaporodasanak
gatlaséaért (Sipiczki, 2006, Oro €s mtsai, 2014). Oro €s mtsai (2014) azt is megfigyelték, hogy
az altaluk tanulmanyozott M. pulcherrima torzsek gatoltak a vizsgalt Brettanomyces/Dekkera,
Hanseniaspora és Pichia torzsek szaporodasat, de nem gyakoroltak hatast a Saccharomyces
torzsek szaporodasara, ezért javasoltak a kivalasztott M. pulcherrima torzsek S. cerevisiae-vel
egylitt torténd alkalmazasdt must erjesztéséhez kombinalt starter készitményekben. Az

ugyancsak pulcherrimin termeld M. fructicola (Kurtzman és Droby, 2001) esetében
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beszamoltak arrdl, hogy a vizsgalt antagonista torzs kitinaz enzimet is termelt a
novénypatogén Monilinia fructicola és a Monilinia laxa jelenlétében (Banani és mtsai, 2015).
Pimenta és mtsai (2004) eredményei alapjan a Saccharomycopsis nemzetségbe sorolt
ragadozo éleszték is alkalmasak lehetnek a gyiimolecsok romlasat okozo Penicillium fajok
elleni biologiai védekezésre. Tacumin és mtsai (2017) eldkisérleteik soran kivalasztott D.
hansenii és Saccharomycopsis fibuligera torzseket eredményesen alkalmaztak ochratoxin
termeld penészgombak (Aspergillus ochraceus és Penicillium nordicum) ndvekedésének és
toxin termelésének gatlasara pacolt flistolt sonka érlelése soran.

Szamos beszamold latott napvilagot arrdl is, hogy egyes élesztdgomba anyagcsere
termékek képesek néhany baktérium, koztik pl. az Escherichia coli és sztafilokokkuszok
szaporodasat gatolni, s6t néhany bélbaktériumot el is pusztithatnak az élesztégombak, pl. a
Trichosporon (Cutaneotrichosporon) cutaneum, a C. krusei (P. kudriavzevii) és a P.

membranifaciens (Viljoen, 2006, Younis és mtsai, 2017).

Probiotikus és bioterapias hatasu élesztogombak

»A probiotikumok €16 mikroorganizmusok, amelyek megfeleld mennyiségben
fogyasztva kedvezd hatast gyakorolnak a gazdaszervezetre” (Fleet és Balia, 2006). Az
¢lesztdgombak koziil elsésorban a S. boulardii-nak (S. cerevisiae) tulajdonitanak probiotikus
hatast. A S. boulardii altalaban liofilizalt készitmények formajaban keriil forgalomba.
Elsésorban kiilonb6z6 eredetli hasmenéses betegségek megeldzésére €s kezelésére ajanljak,
de szamos kronikus betegség, igy példaul a Chron betegség €s az irritabilis bél szindroma
kezelésében is eredményes lehet. Hatékonysagat klinikai vizsgélatok sora igazolja. A S.
boulardii felhasznalasa altalaban biztonsagosnak tekinthetd, legyengiilt immunrendszerti
embereknél azonban fungémiat okozhat (Kelesidis és Pothoulakis, 2012). Bar a forgalomba
keriild készitményeken gyakran a S. boulardii nevet tiintetik fel, a genom szekvencia
Osszehasonlitas felfedte, hogy a S. boulardii nem képez a S. cerevisiae-t6l elkiiloniilt fajt (Liti
¢és Schacherer, 2011; Hittinger és mtsai, 2018).

Az élesztogombak, mint élelmiszerek és italok romlasanak el6idézoi

Az ¢lelmiszerekben el6forduld élesztogombdk zome nem patogén, a mikotoxin

termeld penészgombaktol eltérden az élesztogombdk az emberek egészségét veszélyeztetd
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toxinokat sem termelnek, ¢és altalaban nem okoznak jelentds taplalkozasi érték csokkenést
sem. Az élesztdgombak altal okozott élelmiszerromléds a kdvetkezOképpen hatdrozhaté6 meg:
,»az ¢€lesztdgombaknak olyan mértékli elszaporodasa az élelmiszerben, amely az adott
¢lelmiszernek a fogyasztdo altal érzékelhetd megvaltozasat okozza és a fogyasztoban
elégedetlenséget, panaszt valt ki, vagy a termék fogyaszt6 altali visszautasitasat
eredményezi”. A fogyasztok altal leggyakrabban észlelt romlasi jelenségek a kovetkezok:
gaztermelés, kellemetlen iz és szag kialakulésa, élesztdgomba telepek, hartyak és elszinezddés
megjelenése szilard élelmiszereken, zavarosodas, pelyhek, iiledék- és hartyaképzodés
folyékony halmazallapota termékekben (Stratford, 2006). Az ¢lelmiszerekbe az élesztk
bejuthatnak az alapanyagok természetes élesztégomba kozosségeibdl vagy az élelmiszerek
eldallitasuk soran szennyezOdhetnek a gyartasi kornyezetben talalhatd élesztdgombakkal. Az
¢lesztdgombak altal kivaltott élelmiszerromlasban gyakran szerepet jatszik a lipaz és protedz
enzimek termelése (Hernandez és mtsai, 2018). Bar szamos élesztdgomba faj okozhatja az
¢lelmiszerek és italok romlasat, néhany specifikus élelmiszer és élelmiszerromlast okozé
¢lesztégomba kozotti kapesolat gyakori és jol elére jelezhet. Ilyen példaul a Z. rouxii
eléfordulasa a nagy cukortartalmi termékekben, a D. hansenii eléfordulasa a sozott
huskészitményekben, a Z. bailii-¢ a gyenge szerves savakkal tartositott, valamint a Y.
lipolytica-¢ a nagy zsirtartalmi termékekben (Fleet, 2006). A megfelelé mindségl
alapanyagokbol megfeleld technoldgia alkalmazasaval eldallitott élelmiszerek esetében a
romladsért leggyakrabban alig tobb, mint 10 élesztdgomba faj tehetd feleldssé, koztiik
Brettanomyces és Zygosaccharomyces fajok, a D. hansenii és a S. cerevisiae (Stratford, 2006;
Pitt és Hocking, 2009). Davenport (1996 és 1997) szerint az élelmiszerromlast okozo
legveszélyesebb  élesztogombak tartdsitoszer-rezisztens, ozmotolerans, erds erjesztd
képességgel rendelkezd és szaporodasukhoz vitamint igényld fajok koziil keriilnek ki. Mivel a
baktériumok gyorsabban szaporodnak az élesztdgombaknal, az élesztdgombak altal eldidézett
¢élelmiszerromlas elsdsorban olyan élelmiszerekben valdszinii, amelyekben a baktériumok
szaporodasat valamilyen kornyezeti tényezd lassitja vagy gatolja; ilyenek a kis pH-ju, kis
vizaktivitasi vagy a baktériumok szaporoddsat gatld anyagokat tartalmazd élelmiszerek
(Fleet, 2006; Stratford, 2006, Herndndez és mtsai, 2018). Az élesztdgombak altal eldidézett
¢lelmiszeromlds okozta gazdasdgi veszteség egyes becslések szerint évente Euro
milliardokban mérhetd (Stratford, 2006). Az élelmiszerekben eléforduld ¢€lesztégombakrol,
azok rendszertanarol, 6koldgidjarol, anyagceseréjérdl, néhany bioldgiai sajatsagardl, valamint a
gatlasukra, inaktivalasukra, kimutatasukra ¢és rendszertani azonositasukra alkalmazott
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modszerekrdl széleskorti attekintést kozolt Deak (2008a). Az élelmiszerromlast okozo
¢lesztdgombak tipizaldsara és rendszertani azonositdsdra ujabban hasznélatos molekuldris
modszereket ismertetik, valamint az élelmiszerromlast okoz6 élesztégombak lehetséges
forrasait taglajak Hernandez és mtsai (2018).

Az ¢lelmiszerromlast okozo élesztdgombak ©koldgidja sokszor alig ismert ¢és
eredetiiket is gyakran homaly fedi. Szaporodasuk és bioldgiai aktivitasuk visszaszoritasahoz
fiziologiajuk, biokémidjuk és a stressz hatdsokra adott valaszreakcioik behatd ismeretére van

sziikség (Fleet, 2006).

Elesztégombak, mint élelmiszer allergének forrasai

Bar az élesztégombak, példaul a S. cerevisiae, is tartalmaznak potencialis allergéneket,
pékélesztével végzett kisérletek szerint azok zomében a tapcsatorna elején (gyomor, nyombél)
lebomlanak, ezért elsésorban a szdj ¢€s a nyeldcsé nyalkahartyaja van kitéve hatdsuknak
(Kortekangas-Savolainen és mtsai, 1993). Az emésztécsatornaba keriild élesztégombakat
altalaban nem is tekintik potencialis allergén hatastinak. Airola és mtsai (2006) azonban egy
olyan esetet dokumentéltak, amelyben egy penészgombdkra érzékeny személy esetében
kiilonboz6é  feldolgozott élelmiszerekben izesitdként hasznalt élesztOkivonat allergias
keresztreakciot valtott ki. Mivel pékaruk fogyasztasanak nem volt ilyen hatésa, feltételezik,
hogy vagy az élesztOkivonat készitéséhez hasznalt élesztégomba (S. pastorianus) valtotta ki
az allergias reakciot vagy az élesztOkivonat eldallitdsa soran keletkeztek allergén agyagok. Az
eredmények alapjan az élesztdgombakat, mint lehetséges allergéneket kell szdmitasba venni

gombdkra érzékeny személyek esetében.

Opportunista patogén élesztégombak az élelmiszerekben

Egyes ¢élelmiszerekkel és italokkal nagymennyiségli €16 élesztdgomba sejt jut a
fogyasztok szervezetébe legtobbszor anélkiil, hogy ez barmiféle kedvezdtlen hatassal jarna.
Ezek kozé az ¢élelmiszerek kozé tartoznak a friss gylimolcsok, gylimolcslevek,
gylimdlcssalatak, sajtok és egyéb fermentalt tejtermékek, fermentalt hiiskészitmények, egyes
szeszesitalok és tradicionalis, fermentalt élelmiszerek. A benniik taldlhaté leggyakoribb
¢lesztégombak a kovetkez6 nemzetségekhez tartoznak: Aureobasidium, Brettanomyces,

Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Galactomyces (Geotrichum), Hanseniaspora,
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Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Yarrowia,
Zygosaccharomyces. Bizonyos koriilmények kozott, pl. antibakteridlis antibiotikum terapiat
kovetden vagy legyengiilt immunrendszeri személyek esetében néhany élelmiszer eredetii
Candida faj képes a bélcsatornaban megtelepedni és hasmenést vagy bélhurutot okozni
(Bernhardt é¢s Knoke, 1997; Fleet és Balia, 2006).

Bér az ¢élesztdgombak kozott nincsenek agressziv korokozok, megfeleld koriilmények
kozott opportunista patogén mikroorganizmusokként, leggyakrabban a C. albicans és a Cr.
neoformans, betegséget idézhetnek el (Fleet és Balia, 2006; Cooper, 2011). Az utobbi
évtizedekben még az élelmiszeriparban hatalmas mennyiségben felhasznalt S. cerevisiae is
opportunista patogénné Iépett eld, elsOsorban az iddsek, a koraszildttek és az

immunszupresszalt emberek korében (Pérez-Torrado és Querol, 2016).

Az élesztogombak fogalma, helyiik a gombak kozott és biodiverzitasuk

Eleinte a Saccharomyces nemzetség tagjai koriil kialakult definicié szerint, alkoholos
erjesztésre képes, egysejtil, sarjadzassal szaporodo és sporakat is képz6 gombakat soroltak az
¢lesztégombak kozé (Dedk, 1998). Tobb nyelvben, igy a magyarban is, erjeszt6 képességiikre
utal az elnevezésiik (Kurtzman és mtsai, 2011b). Késébb kideriilt, hogy nem minden
¢lesztbgomba képes erjesztésre, nem mind egysejti €s nemcsak az aszkuszos, de a
bazidiumos gombdk kozott is taldlhatok élesztOk. A legujabb élesztdgomba monografiabol
kolcsonzott meghatdrozas szerint az élesztdgombak altalaban egysejtli, ivartalan tton
els6sorban sarjadzdssal vagy hasadédssal szaporodd gombak, amelyek ivaros alakja,
amennyiben ismert, nem termdtestben képzddik (Kurtzman és mtsai, 2011b). Az
¢lesztégombak nem alkotnak egységes rendszertani csoportot, mind az Ascomycota, mind a
Basidiomycota torzsekben megtaldlhatok képviseldik (Kurtzman ¢és mtsai, 2015). A
tulnyomorészt egysejtii €lesztd alak kialakitdsdhoz sziikséges genetikai eszkozkészlet mar a
gombak torzsfejlodésének korai stadiumdaban 1étrejott, maga az élesztdszerli életforma
azonban csak joval késobb alakult ki és valt uralkodova az aszkuszos €s bazidiumos gombak
Ot csoportjaban a genetikai szabalyoz6 mechanizmusok konvergens evoltcioja révén (Nagy és
mtsai, 2014). A magyar nyelvli irodalomban a tomlés gombak kozé sorolt élesztégombakat
sokszor ,valodi élesztégomba” névvel illetik, mig a bazidiumos ¢lesztdgombakat

,,alélesztdgombaknak” nevezik (Dedk, 1998).
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A Dbiodiverzitds (biologiai sokféleség) ,,a barmilyen eredeti ¢€ldlények kozotti
valtozatossagot jelenti, beleértve tobbek kozott a szarazfoldi, tengeri és mas vizi-okoldgiai
rendszereket, valamint az ¢ rendszereket magukban foglalo Okologiai komplexumokat; ez
magaban foglalja a fajokon beliili, a fajok kozotti sokféleséget és maguknak az Okologiai
rendszereknek a sokféleségét” (Bioldgiai Sokféleség Egyezmény, 1992). A bioldgiai
sokféleséget, igy az élesztdgombak biodiverzitasat is leggyakrabban genetikai, faji vagy
okologiai szinten értelmezik. ,,A genetikai diverzitds az egyedek kozotti genetikai
kiilonbségek kovetkeztében létrejovo valtozékonysag egy fajon beliil. A faji diverzitds a
kiilonb6z6 fajok szama €s gyakorisaga egy adott teriileten beliil, az 6kologiai diverzitas pedig
az Okoszisztémak sokfélesége egy adott régioban” (Lawrence, 2000). Végs6 soron a
biodiverzitas valamennyi szintjét az egyes fajokon beliili genetikai kiilonbségek hatarozzak
meg ¢és leggyakrabban faj szinten vizsgaljak, ezért érdemes réviden kitérni az élesztdgombak
korében hasznalatos fajfogalmakra.

Mayden (1997) nem kevesebb, mint 22 kiilonb6z6 fajfogalmat sorol fel. Az egyes
fajfogalmak elméleti és gyakorlati tulajdonsdgainak értékelése alapjan az evolucids
fajfogalmat jeloli meg az egyetlen megfeleld elméleti fajfogalomként, mig a tobbit
masodlagos, a fajok tanulmanyozasahoz elengedhetetlentil sziikséges gyakorlati eszkdznek
tekinti. Az evolucios fajfogalom értelmében a faj ,,a kiindulasi és utod populaciok egyetlen
leszarmazasi vonala, amely meg6rzi identitdsit mdas leszarmazasi vonalaktol, és sajat
evolucios iranyokkal és torténelmi sorssal rendelkezik” (Wiley, 1978). A gyakorlatban
leggyakrabban alkalmazott fajfogalmak, a fenetikus (gyakran mint morfologiai), a bioldgiai
¢s a filogenetikai fajfogalom. A gombak esetében a tapasztalatok szerint a filogenetikai
fajfogalom gyakorlati alkalmazasa, a filogenetikai fajfelismerés (phylogenetic species
recognition), azaz a variabilis nukleinsav szekvenciak filogenetikai elemzése jelenleg
alkalmasabb az evoluciés fajfogalommal Osszhangban allo fajok felismerésére, mint a
fenetikus és biologiai alapu fajfelismerés. Ennek oka, hogy egy evolucio soran képzddott 1j
faj esetében a gének bazissorrendjeiben (gén szekvencidkban) bekovetkezd valtozasok
megelézik a parosodadsi és morfologiai tulajdonsagokban fellépd valtozasokat (Taylor és
mtsai, 2000). A filogenetikai fajfelismerés egyik, Harrington és Rizzo altal javasolt
definicioja szerint a faj ,,...a populaciok legkisebb ko6z0s szdrmazast csoportja, mely kozos,
egyedi, meghatarozhato fenotipusos sajatsagokkal rendelkezik” (Harrington és Rizzo, 1999).
Taylor és mtsai (2000) gombak esetén a fajok kozotti hatarok meghtzasdhoz a leszarmazasi

Osszhang filogenetikai fajfelismerés (genealogical concordance phylogenetic species
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recognition) elvét javasoljak, amelynek Ilényege a kovetkez6. A kiilonb6zd gének
szekvencidinak elemzése alapjan készitett torzsfak topoldgidja kozotti ellentmondas
valdsziniileg az azonos fajhoz tartozé egyedek (torzsek) kozotti rekombinéacio eredményeként
jon létre, és a torzsfak kozotti 6sszhang és az ellentmondés kozotti atmenet hatarozza meg a
fajok hatarait. A modszer hatranya, hogy nem alkalmazhaté valodi klondlis (kizardlag
ivartalan uton szaporodd) fajok esetében, bar ezek szama joval kisebb a kordbban
feltételezettnél.

Az élesztdgomba monografia egymast kovetd kiadasaiban targyalt fajok szamat az 1.

dbra szemlélteti.
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1. abra. Az élesztdgomba monografidkban targyalt ¢lesztdgomba fajok szama

1952 - Lodder J, Kreger-van Rij NJW: The Yeasts: A Taxonomic Study

1970 - Lodder J (szerk.): The Yeasts: A Taxonomic Study. 2. kiadés

1984 - Kreger-van Rij NJW (szerk.): The Yeasts: A Taxonomic Study. 3. kiadas

1998 - Kurtzman CP, Fell JW (szerk.): The Yeasts: A Taxonomic Study 4. kiadas

2011 - Kurtzman CP, Fell JW, Boekhout T (szerk.): The Yeasts: A Taxonomic Study. 5. kiadés

A legutobb megjelent élesztdgomba monografia (The Yeasts: A Taxonomic Study, 5.
Kiadasa, Kurtzman és mtsai, 2011a) mindossze 1 265 élesztégomba fajt targyal, de szamos
tovabbi fajrol is emlitést tesz, amelyek til késon keriiltek leirasra vagy jutottak a szerzok
tudomasara ahhoz, hogy a monografidban részletesen ismertetésre keriiljenek. Az ismert

¢lesztégomba fajok szama jelenleg mar 2 000 koriilire becsiilhetd, ez az Osszes ismert
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gombafaj szamanak csupan mintegy 2%-at teszi ki. Kiilonboz6 becslések szerint az Gsszes
gombafaj szama 500 000 és 9,9 milli6 kozott lehet. Mértékadonak tartott becslések szerint 1,5
— 5 millié gombafaj élhet Foldiinkon (Hawksworth, 2001; Blackwell, 2011; Hawksworth és
Liicking, 2017), bar Tedersoo és munkatarsai (2014) nagyszamu talajminta piroszekvenalasra
alapozott metabarkdd elemzése alapjan a fenti értékeket thlzonak talaltak. Feltételezve, hogy
az 1,5 — 5 milli6 gombafaj 1étezését feltételezd becslések helytalloak és az élesztégomba fajok
szama koriilbeliil 2%-os részaranyt képvisel az Gsszes gomba kozott, 30 000 és 100 000
kozotti élesztdgomba faj 1étezését tételezhetjiik fel.

A tudomany szamdra U0j élesztégombak leirdsanak jelenleg megfigyelhetd iiteme
alatamasztja azt a feltételezést, hogy nagyon sok uj faj var még leirasra. Az ismert
¢lesztdgomba fajok szdmanak az utdbbi két évtizedben bekdvetkezd gyors ndvekedése
nagymértékben koszonheté két amerikai kutato, Cletus P. Kurtzman és Jack W. Fell, az
élesztégombak DNS szekvencia alapi rendszertani azonositdsdhoz elengedhetetleniil
sziikséges referencia adatbazis megteremtése érdekében Kkifejtett uttoré munkassaganak.
Felismerték, hogy a riboszomalis RNS nagy alegységét kddold gén egy rovid, kortilbeliil 600
nukleotidbdl 4ll6 szakaszanak (D1/D2 régio) bazissorrendje (szekvencidja) az esetek zomében
alkalmas az élesztdgombdk gyors és megbizhatd faj szintli rendszertani azonositdsara. A
modszert kordbbi, jol megalapozott eljarasokkal, elsdsorban a nuklearis DNS
hasonlésagvizsgalattal (DNS homoldgia meghatarozas) ¢és keresztezési kisérletekkel
koriilhatarolt fajok vizsgélataval kalibraltak, és az altaluk meghatirozott DNS szekvencidkat
nyilvanos adatbazisokban helyezték el. Kurtzman és Robnett 1998-ra gyakorlatilag az dsszes
bazissorrendjét  meghatarozta és a  szekvencidkat  elhelyezték a  GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) szabadon hozzaférheté adatbazisaban (Kurtzman és Robnett,
1998). Ugyanezt a munkat a Basidiomycota torzsbe sorolt élesztégombak esetén Fell és mtsai
(2000) végezték el. Az elébb emlitett szerzOk adataik elemzése alapjan eldrejelzést is adtak a
DNS bazissorrendben megfigyelt kiilonbségek fajon beliili €s fajok kdzotti varhato értékeirdl.
Az aszkuszos élesztdgombak esetében, amennyiben a tdrzsek D1/D2 szekvenciai kozotti
szubsztitliciok aranya meghaladja az 1%-ot, akkor a két torzs valdszinileg kiilonbozd
fajokhoz tartozik. Amennyiben 0-3 nukleotid kiilonbség észlelhetd6 a torzsek D1/D2
szekvenciai kozott, akkor valdsziniileg azonos fajhoz vagy testvér fajokhoz tartoznak
(Kurtzman és Robnett, 1998). A Basidiomycota térzsbe sorolt €lesztégombak esetében Fell és

mtsai (2000) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy ha két élesztégomba torzs D1/D2 régioi
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kozott ketté vagy tobb nukleotid kiilonbség figyelhetd meg, akkor a két torzs kiilonb6zo
fajokhoz tartozik. Az id6kozben felhalmozodott informacié zomében alatamasztja a fenti
megfigyeléseket, bar kivételek is ismertté valtak. Amennyiben a D1/D2 régi6 szekvenciaja
alapjan nem lehet megnyugtatéan azonositani egy élesztégomba torzset, akkor egyéb DNS
szakaszok bazissorrendjénck meghatarozasara és Osszehasonlitasara is sziikség lehet. Az
egyik, az ¢lesztdgombak rendszertani azonositisara gyakran alkalmazott tovabbi DNS
szakasz a rRNS-t kodolo gének kozott elhelyezkedé ITS (nuclear ribosomal internal
transcribed spacer) régio, amelyet egyébként univerzalis DNS-vonalkodnak (DNA barcode) is
javasoltak a gombak esetén (Schoch és mtsai, 2012).

Az 1j élesztégomba fajleirasokat kozlo folyodiratok szerkesztdi felismerték a rRNS
nagy alegységét kodold gén D1/D2 régiod szekvencia adatbazisanak jelentdségét, és hosszu
ideje csak ugy kozolnek élesztdgomba fajleirast, ha a szerzdk legalabb a tipustorzs esetében
meghatarozzak és a GenBank adatbazisaban elhelyezik a D1/D2 szekvenciat. Ennek
kovetkeztében a Kurtzman és Fell altal vezetett kutatdcsoportok munkajanak eredményeként
a GenBank keretein beliil 1étrejott élesztdgomba rRNS nagy alegységét kodold gén D1/D2
szekvencia adatbazis, gyakorlatilag folyamatosan naprakész allapotban van. A folyamatosan
frissitett adatbazis lehetdvé teszi az élesztdgomba torzsek megbizhatd és gyors rendszertani
azonositasat, illetve azonos vagy megfeleld6 mértékben hasonld szekvencidk hidnya esetén
valosziniisithetd, hogy a tudomany szamara eddig ismeretlen fajjal van dolgunk. Szemben a
rRNS nagy alegységét kodolé gén D1/D2 szekvencia adatbazissal, az ITS szekvencia
adatbazis élesztdgombak esetében még ma sem teljes, bar az utdbbi idében ezen a téren is

jelent6s eldrelépés tortént (pl. Vu és mtsai, 2016)

Az élesztégombak rendszertana

A taxondmia vagy szisztematika egyarant Aatiiltethetd rendszertanként a magyar
nyelvre (Marialigeti, 2008), de ezeknek a kifejezéseknek kiilonbozé szerzok sokszor nem
azonos jelentést tulajdonitanak. Mig sokan szinonimnak tartjak a két kifejezést, a Henderson’s
Dictionary of Biological Terms (Lawrence, 2000) megfogalmazasa szerint a taxondmia ,,az
organizmusok tulajdonsagainak osztalyozas (klasszifikacio) céljabal torténd elemzése”. Ezzel
szemben a szisztematika szélesebb értelmil, ,,az organizmusok azonositasdnak (identifikacid),
taxondmidjanak €s ndémenklatardjdnak (nevezéktananak) a vizsgalata, ideértve az €l6lények

természetes rokonsagan alapulod osztalyozasat és az egyes taxonok (rendszertani egységek)
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szélesebb, szisztematika értelemben hasznalom, amelynek a fenti meghatarozasban kiilon nem
emlitett, de elvalaszthatatlan része a tudomany szamara 0j fajok leirasa. Amennyiben a
rendszertani azonositas soran egy élesztbgomba torzset nem sikeriil egyetlen korabban leirt
fajjal sem azonositani, akkor ismeretlen faj képviseldjérdl van szo, amely kell6 alapossaggal
elvégzett jellemzés utdn, az erre vonatkoz6 szamos szabdly betartdsa mellett, ) fajként irhatod
le. A fajok leirdsat tobb szerzO a rendszertan (szisztematika) elemei kozott nevesiti is. Singh
(2010) szerint a szisztematika az azonositast, a leirast, a nevezéktant, a filogenetikai rokonsagi

viszonyok feltarasat €s az osztalyozast foglalja magaba.

Az élesztogombak rendszertani azonositasa és uj fajok leirasa

Az élesztogombak rendszertani azonositasa hossza ideig kizarolag fenotipusos,
makro- és mikromorfologiai, fiziologiai és biokémiai tulajdonsagaik alapjan tortént.
Osztalyozasukhoz €s az 1) fajok leirdsahoz is ezeket a tulajdonsdgokat hasznaltdk fel. A
fenotipusos tulajdonsagok teljes kori felsorolasat és a meghatarozasukhoz sziikséges
modszerek kimeritd leirasat tartalmazza az élesztdgomba monografia legutobbi kiadasanak
vonatkozé fejezete (Kurtzman €s mtsai 2011c), de magyar nyelven is részletes informécio all
rendelkezésre ebben a témakorben (pl. Dedk, 1998). Az élesztégombik jellemzésére
leggyakrabban hasznalt tulajdonsagok felsorolasat az 1. tabldzat tartalmazza. A fenotipusos
tulajdonsagok meghatarozasa igen munka- €és iddigényes. Egyes tesztek inkubécids ideje
legalabb harom hét, az eredmények pedig sokszor nem nyujtanak kelld tdmpontot az adott
torzs rendszertani azonositdsahoz. Egyes fajok esetében sok a varidbilis tulajdonsag. A
Lipomyces mesembrius esetén pl. a szénforras-asszimilacios tesztek tobb mint 50%-anak az
eredménye variabilis (Smith és Kurtzman 2011).

Az utdbbi évtizedekben az élesztogombdk jellemzésében ¢és rendszertani
azonositdsdban egyre nagyobb szerep jut a molekularis bioldgiai moddszereknek. A
késobbiekben targyalt DNS bazissorrend meghatirozdson alapuld rendszertani azonosités
mellett, szamos alternativ médszer is hasznalhaté az élesztdgomba torzsek azonositasara,

gyakran a bazissorrend adatokkal val6 kalibralas utan (Kurtzman és Boekhout, 2017).
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1. tablazat. Az élesztdgombak jellemzésére leggyakrabban hasznalt tulajdonsagok (Dedk,

1998 alapjan)

Alaktani tulajdonsagok
Ivaros szaporodas

Elettani tulajdonsagok

Erjesztés

Konjugacio Szénforras-asszimilacid
Spoéraképzés Nitrogénforras-asszimilacio
Bazidium tipusa Vitaminigény
Szaporodas kiilonb6z6
Ivartalan szaporodas hémérsékleteken
Sarjadzas Szaporodas kis vizaktivitast
Hasadas tapkozegben
Konidiumképzés Gatloszertlirés
Killertoxin termelés/tlirés
Mikromorfologia
Sejt alak Molekuléaris tulajdonsagok
Valddi és alhifa Sejtfalosszetétel
Fehérjemintazat
Makromorfoldgia Izoenzimek
Agartenyészet ZsirsavOsszetétel
Folyadéktenyészet DNS bazisosszetétel
DNS homologia

Biokémiai tulajdonsagok DNS ujjlenyomatok
Urea bontés Kariotipus
Diazonium Blue B reakcio DNS vonalkod szekvencidk
Koenzim Q tipus
Keményitéképzés
Ecetsavképzeés

Ezek kozé tartoznak a fajspecifikus inditdoszekvencia (primer) parok, a fluoreszcens in situ
hibridizaciét alkalmazé peptid-nukleinsav probdk, a polimorf DNS random amplifik4cioja
(RAPD) és az amplifikalt DNS fragmentek hosszpolimorfizmus vizsgalata (AFLP), a valos
ideji PCR, a denaturald gradiens gélelektroforézis (DGGE) és a hOmérsékleti gradiens
gélelektroforézis (TGGE), a folyadék citometria és a metagenomikai vizsgalatok. Ugyan nem
nukleinsav alapt modszer, de hatékony és gyors rendszertani azonositast tesz lehetévé az
egyre inkabb terjedd MALDI-TOF tomegspektrometria.

Napjainkban a DNS nukleotidsorrend alapjan torténé rendszertani azonositas,
megbizhatdsaga, gyorsasaga és viszonylag Kis koltsége miatt kiemelkedd jelentdségre tett
szert. Az ¢lesztdgombak esetében a nuklearis riboszomalis RNS nagy alegységét kodold gén
D1/D2 régiodja az elsddleges vonalkdd szekvencia, ahogy az roviden mar korabban emlitésre

keriilt. Egyes esetekben a D1/D2 régio bazissorrendjének meghatarozasa nem elegendd az
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adott torzs megnyugtatd rendszertani azonositdsara, ilyenkor leggyakrabban egyéb DNS
szakaszok, példaul az ITS régié bazissorrendjeit is Osszevetik az adatbazisokban talalhato
szekvenciakkal a megbizhatd rendszertani azonositds elérése érdekében. A nukleotid
szekvencidk puszta Osszehasonlitasa, a szubsztiticiok €s inszercidk/deléciok szdmanak a
meghatarozasa mellet tovabbi informaciot nyujt a DNS bazissorrendek elemzésén alapuld
torzsfak készitése (lasd késébb). Egymassal kozeli rokonsagban all6 élesztogombak esetében
az azonos fajhoz val6 tartozas (konspecificitas) megerdsitésére vagy elvetésére Lachance ¢€s
munkatarsai (2010, 2011a) a DI1/D2 ¢és az ITS régiok nukleotid bazissorrendjének
parszimonia (takarékossdg) kapcsolathalo-elemzéssel (parsimony network analysis) torténd
egyiittes vizsgalatat javasoltak az egyes ¢lesztégomba fajok elkiilonitésére. A modszert
Candida, Metschnikowia és Starmerella torzsek fajokba sorolasara alkalmaztak. Az ivarosan
szaporodd fajok esetében a kapcsolathilo-elemzés eredményét a keresztezési kisérletek is
megerdsitették. Osszegzésiik szerint a D1/D2 és az ITS régiok nukleotid béazissorrendjének
parszimoénia kapcsolathdlo-elemzése egy, az élesztégomba fajok elkiilonitésére alkalmas,
elméleti alapon nyugvo statisztikai modszer.

Béar a molekularis biologiai modszerek ma mar elsédleges szerepet jatszanak az
élesztégombak rendszertani azonositdsdban, illetve az azonositas sikertelensége esetében,
annak megallapitasaban, hogy eddig ismeretlen, még le nem irt fajrol van szo, tovabbra is
sziikséges az 1j fajok leirdsakor azokat fenotipusosan is jellemezni. A standard fenotipusos
tulajdonsadgok meghatarozasa az élesztdgombak osztalyozasdhoz nyujtott tdmogatas mellett
legalabb két okbdl sziikséges. Egyrészt, élettani tulajdonsigaik ismerete segithet az
¢léhelylikon betoltott okologiai szerepiik megértésében, masrészt esetleges biotechnologiai
alkalmazasi lehetdségeikre is fény deriilhet. A DNS szekvencia alapti rendszertani azonositas
és osztalyozas kivaldo miitkddésének sajnélatos kedvezdtlen mellékhatdsaként sok szerzé nem
fordit kelld energiat az élesztdgombak ivaros szaporodasi ciklusanak feltarasara.

Optimalis esetben az 1) fajok leirasat tobb torzsre alapozzak. Heves vitdk folytak
(példaul a Yeast Newsletter hasébjain,

http://www.uwo.ca/biology/YeastNewsletter/PDFs/Zy00492.pdf) ¢és folynak arrol, hogy

elegend6-e egy torzs alapjan leirni egy 0j élesztégomba fajt. Kurtzman (2010) a tobb torzs
alapjan torténé fajleiras mellet felsorakoztatott leggyakoribb érveknek (a fajon beliili
megismerése) és az egyetlen torzsre alapozott fajleiras elényeinek (Gj tudomanyos és

biotechnologiai jelentdségli genetikai eréforrasok feltarasa, valamint az 01 fajt magéba foglald
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taxonomiai csoport torzsfejlodésének és bioldgiai sokféleségének jobb megértése) a
mérlegelése utdn arra az allaspontra helyezkedett, hogy a nagyobb veszteséget az okoznd a
mikrobiologia és a biodiverzitds megértése terén, ha az egy torzsre alapozott fajleirdsok nem
sziiletnének meg. Arra is felhivja a figyelmet, hogy a The Yeasts: A Taxonomic Study,
legutobbi, 5. Kiadasaban (Kurtzman és mtsai, 2011a) targyalt fajok mintegy harmada egy
torzs alapjan kertilt leirasra.

A GenBank vonalkod DNS bazissorrend adatbazisa kivald lehet6séget biztosit az uj,
de még le nem irt élesztdgomba fajok tovabbi torzseinek felleléséhez, ezaltal az egy torzsre
alapul6 fajleirdsok hatranyainak kikiiszoboléséhez, emellett 0j szakmai egyiittmiikodések
kialakitasat is lehet6vé teszi. Sajat munkank soran is tobbszor el6fordult, hogy a GenBank-
ban fellelhetd DNS szekvencidk alapjan sikertiilt tobb torzsre alapozott fajleirast késziteniink.
Ma szémos folyoirat, szerkesztd és birdld eldnyben részesiti a tobb torzsre alapulo fajleirdst az

egy torzset figyelembevevdvel szemben.

Az élesztégombak nevezéktana

A gombak, ideértve az ¢élesztdgombdk elnevezésével kapcsolatos bonyolult
szabalyrendszert 2012-ig a Nemzetkozi Botanikai Kod (International Botanical Code)
egymast kovetd kiadasai tartalmaztak. 2012-ben jelent meg, a Nemzetk6zi Botanikai Kodot
felvalto International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants, amelyet a
hagyomanyokat kovetve, az azt elfogadd Nemzetkozi Botanikai Kongresszus helyszine utén,
roviden Melbourne Kodnak (Melbourne Code) neveznek. A Melbourne Kod (McNeill és
mtsai, 2012), a nevében bekovetkezett, a mikologia onallosagat is tiikr6z6 valtozas mellett
tobb, a gombak rendszerezése szempontjabol rendkiviil fontos valtozast is tartalmaz a
korabban érvényben 1évé Vienna Kodhoz (McNeill és mtsai, 2006) képest (Hawksworth,
2011). Ezek kozé tartozik a latin nyelvii fajleiras és diagnozis kotelezd érvényiiségének
eltorlése. Az 0j szabalyozés szerint az 0j fajok leirdsa és a diagndzis latin helyett angol
nyelven is elkészithetd. Az 0j élesztdgomba fajokat leird szerzok és a fajleirdsokat kozld
folyoiratok reakcioi vilagosan aldtamasztjdk, hogy ez a dontés mar nagyon iddszerii volt.
Tovébbi fontos valtozas, hogy 2013. januar 1-tdl csak akkor érvényes egy ) gombafaj (vagy
egyéb gomba taxon) leirdsa, ha a tudomdnyos nevet egy elismert adatbazisban (pl.

MycoBank, http://www.mycobank.org) regisztraljak, és a leirasban feltiintetik a taxon egyedi

azonositojat.
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Dramai hatast gyakorol a gombak, koztiik az élesztégombak, rendszertanara, hogy a
Melbourne Kod elfogadta az Amszterdami Deklaracid6 a Gombak Nevezéktanarél [The
Amsterdam Declaration on Fungal Nomenclature, (Hawksworth és mtsai, 2011)] alaptételét:
,Egy Gomba = Egy Név” (,,One Fungus = One Name”). Ennek értelmében a pleomorf (az
¢letciklusuk kiilonb6z6 allomésai soran kiillonb6zé morfologiaval rendelkezd) gombak
esetében korabban alkalmazott dualis nomenklatura (kettds nevezéktan), azaz, hogy egy
azonos fajhoz tartoz6 ivaros (teleomorf) és ivartalan (anamorf) alakok kiilonb6z6 tudomanyos
névvel rendelkezzenek (pl. Hanseniaspora uvarum és Kloeckera apiculata), nem tarthatd
fenn. 2013. januar 1-t6l egy gombanak csak egy neve lehet, az anamorf alakok kiilon
elnevezését lehetoveé tevd dudlis rendszer ezzel megsziint. Tovabba, a csupan egy fejlodési
alak (anamorf vagy teleomorf) alapjan, legitim modon kozolt nevek egyarant szolgalhatnak az
adott faj érvényes neveként, fiiggetleniil attol, hogy ivaros vagy ivartalan allapotu a
tipusanyaguk (Hawksworth, 2011, McNeill és mtsai, 2012). A dualis nomenklattra eltorlését
a molekuldris taxonémia eredményei tették lehetévé. Ma mar nagy biztonsaggal
megallapithatd két gombardl (koztiik két élesztégombardl), hogy egy fajhoz tartoznak-e,
akkor is, ha esetleg morfologiajuk és egyéb fenotipusos bélyegeik ezt nem teszik lehet6vé.

A Melbourne Kaod életbe 1épése megnyitotta az utat a polifiletikus nemzetségek, mint
pl. a Candida vagy a Cryptococcus, fajainak filogenetikai rokonsaguknak megfeleld
monofiletikus nemzetségekbe sorolasa elott. A The Yeasts: A Taxonomic Study 5. kiadasaban
a Candida nemzetségnek példaul 314 faja kertilt targyalasra, de a szerzok tovabbi 51 Candida
fajt sorolnak fel, amelyek til késén kertiltek leirasra ahhoz, hogy a monografia targyalhassa
azokat (Lachance és mtsai, 2011b). A nemzetség ,,fénykoraban” még ennél is tobb fajt
tartalmazott. Daniel és mtsai (2014) kiilonb6z6 taxonomiai és szakirodalmi adatbdzisok
attekintése utan 2014 februarjaban 434 Candida fajt szamoltak Ossze. A filogenetikai
rokonsagi viszonyok és a Melbourne Kodban kozzétett nomenklatirai szabalyok
figyelembevételével varhato, hogy a Candida a nemzetség a tipusfajat, a C. vulgaris-t (C.
tropicalis), a C. albicans-t és az aszkospora képz6 Lodderomyces elongisporus-t magaba
foglalé monofiletikus csoportra fog redukalodni, az ezzel a csoporttal kdzvetlen rokonsagi
kapcsolatban nem all6 Candida fajok szamara pedig vagy 0j nemzetségek keriilnek
bevezetésre, vagy a mar meglévd teleomorf nemzetségekbe nyernek besorolast. Ebbdl
eredden azonban olyan nemzetségek jonnek/jottek 1étre, amelyek a teleomorf fajok mellett
olyan fajokat is tartalmaznak, amelyek ivaros szaporodasa nem ismert. Ennek a probléménak

az athidalasara Lachance (2012) egy informalis javaslatot tett, amely szerint a teleomorf
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fajokat is tartalmazé nemzetségekbe sorolt anamorf élesztégombak esetében a ,.forma
asexualis” (f. a.) megjelolés fajnévhez illesztése azt jelzi, hogy az adott faj ivaros szaporodasa
egyelére nem ismert.

A gombak (valamint az algak és ndvények) nevezéktananak aktudlis szabalyrendszerét
jelenleg a 2018-ban napvilagot latott Shenzhen Code (Turland és mtsai, 2018) tartalmazza. A
Shenzhen Code azonban nem hozott olyan radikalis valtozasokat a gombak nevezéktanaban,

mint hat évvel korabban a Melburne Code.

Az élesztogombak osztilyozasa

A XIX. széazad els6 felében Cagniard-Latour, Kiitzing és Schwann rajottek arra, hogy
az ¢élesztd egy €16 organizmus és Schwann felismerte azt is, hogy az éleszték a gombak kozé
tartoznak. 1904-ben Hansen mar az élesztégombak rendszerezésével foglalkozd publikaciot
kozolt (Barnett, 2004). Az élesztdgombak rendszertana megsziiletése oOta folyamatos
atalakuldson megy keresztiil. Az élesztdgomba taxondmidban kiemelkedd szerepet tolt be az
1931-t61 jegyzett un. ,,Holland Iskola” illetve annak tovabbvivdi (Barnett, 2004). A jelenleg
aktudlis ¢élesztdgomba monografia (Kurtzman €s mtsai, 2011a) elsé kiadasa 1952-ben latott
napvilagot (Lodder és Kreger-van Rij, 1952). Az élesztdgombak osztalyozasa, csaktgy, mint
azonositdsa ¢és az 0j fajok leirdsa az 1900-as évek végéig elsdsorban fenotipusos sajatsdgokon
alapult. Emlitést érdemel két magyar taxonomus; Novak Ervin Karoly és Zsolt Janos, akik a
rendelkezésiikre all6 fenotipusos adatok alapos elemzése alapjan 1961-ben U rendszert
javasoltak az élesztdgombdk osztalyozéasara (Novak €s Zsolt, 1961). A rendszert az ivaros €s
ivartalan szaporodas alaktani jellemzoire (mikromorfologia), hat szénforras erjesztésére,
nyolc szénforras €s a nitrat asszimilaciojara, a keményitoképzésre és a karotinoid anyagok
szintézisére vald képesség meglétére, ill. hidnyara alapoztak. Az altaluk javasolt szamos 1j
taxon koziil a Lipomycetaceae csalad ma is érvényes, bar az abba sorolt nemzetségek kore id6
kdzben megvaltozott.

A mult szazad végére nyilvanvalova valt, hogy az élesztégombak fenotipusos
bélyegekre alapozott rendszertani azonositasa sokszor nem megbizhatd, a fenotipuson alapuld
osztalyozas pedig gyakran nem tiikrozi a tényleges filogenetikai rokonsagi viszonyokat,
szamos nemzetség polifiletikus (Kurtzman és mtsai, 2011d). Kurtzman és Robnett (1998)
valamint Fell és mtsai (2000) korabban emlitett mérfoldkének szamitd munkait kovetéen
egyre hatdrozottabba valt a torekvés az ¢lesztdgombak osztalyozasanak filogenetikai alapokra
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helyezésére. Az ennek a célnak a megvalositdsara iranyulé6 munka szamos eredménye, mar
megjelent az élesztémonografia legutobbi kiadasaban (Kurtzman és mtsai, 2011a). A szerz6k
az élesztégombak rokonsagi kapcsolatait vagy a rRNS nagy alegységét kodolo gén D1/D2
¢lesztégombak esetén, tobb gén szekvencidjanak egyiittes elemzésére (multigén filogenetikai
analizis) alapozva térképezték fel. A monografiban részletesen targyalt 1265 élesztdgombafajt
72 teleomorf ¢és 14 anamorf Ascomycota, valamint 34 teleomorf ¢és 28 anamorf
Basidiomycota nemzetségbe soroltak. Az aszkuszos élesztdgombak az Ascomycota torzs két
altorzsébe (Taprinomycotina és Saccharomycotina) nyertek besorolast, mig a bazidiumos
¢lesztébgombak a Basidiomycota torzs valamennyi altérzsében (Agaricomycotina,
Pucciniomycotina és Ustilaginomycotina) megtalalhatéak. Az aszkuszos és bazidiumos
¢lesztégombakon kiviil helyet kapott még a monografiaban a Prototheca nemzetségbe sorolt 7
¢lesztdgomba-szerii algafaj is. A részletesen targyalt fajokon kiviil szamos tovabbi fajt is
felsorolnak a szerzok, amelyek tal késén keriiltek leirasra ahhoz, hogy érdemben targyalasra
kertilhessenek a monografiaban.

Bér az élesztdgomba torzsek rendszertani azonositdsara és a fajok egymastol vald
elkiilonitésére tovabbra is elsdsorban a D1/D2 régid, illetve egyre nagyobb mértékben az ITS
régid nukleotid bazissorrendjét is hasznaljak, az élesztégombak osztalyozasat egyre inkabb
tobb gén nukleotid szekvenciainak az elemzésére alapozzak (multigén analizis). Az aszkuszos
gombdk kozé tartozd élesztok taxonomidjat érintd, 2011 utdn megjelent publikaciok koziil
kiemelésre érdemes Kurtzman és Robnett (2013) munkaja, amelynek soran 70 élesztdgomba
nemzetség tipusfajainak filogenetikai rokonsagi kapcsolatait vizsgaltak 5 génszakasz [a rRNS
nagy és kis alegységét kodold gén, a transzlacios elongacios faktor-1a (EF-1a) gén és az RNS
polimeraz II gén 1-es és 2-es alegységei] csaknem teljes nukleotid szekvenciai alapjan. Az
elemzés megerdsitette, hogy valamennyi vizsgalt Saccharomycotina altdrzsbe sorolt
¢lesztbgombafaj egy nagy kladot alkot, amely szamos kisebb, egy vagy tobb nemzetséget
magaba foglalé csoportra tagozodik. Tobb gén bazissorrendjének elemzése (multigén
analizis) alapjan szdmos Uj nemzetség is leirdsra kertiilt. Ezek k6zé tartozik az élesztgombak
¢lelmiszeripari szerepét is kutatdo Deak Tiborrol elnevezett Deakozyma nemzetség (Kurtzman
¢s Robnett, 20144a).

A bazidiumos élesztégombak rendszertanaban nagy elérelépést jelentettek a holland
Boekhout altal vezetett kutatdcsoport nemrégiben kozolt eredményei. (Liu és mtsai, 20153,
2015b; Wang és mtsai 2015a, 2015b; 2015c). Szintén tobb (7) gén bazissorrendjének

35



dc_1731 20

elemzésére alapozva igyekeztek a nagy polifiletikus nemzetségeket, mint példaul a jol ismert
(Cryptococcus ¢és Rhodotorula) kisebb, genetikailag jol koriilhatarolt monofiletikus
nemzetségekre tagolni. A monumentalis munka eredményeként szamos 0j csaladot, 46 1j
nemzetséget ¢és 325 0j kombinaciot javasoltak. Az ) nemzetségek kozott talalhatd az
iiszoggombak kutatdsa terén kimagaslo eredményeket felmutatdé Vanky Kalmanrol elnevezett
Kalmanozyma nemzetség is (Wang és mtsai, 2015a).

Rokas és mtsai (2003) a Saccharomyces nemzetség 8 fajat vizsgalva arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy egy vagy néhany gén DNS bazissorrendjének analizise alapjan
készitett torzsfak kozott gyakoriak az ellentmondasok, és a megfeleld statisztikai
megbizhatosagu torzsfak készitéséhez legalabb 20 gén egylittes vizsgalata sziikséges. A
nagyobb nemzetségekhez tartozo fajok kozotti rokonsagi viszonyok megbizhaté feltarasahoz
még tobb gén DNS bazissorrendjének elemzésére van sziikség, csakiigy, mint a nemzetségek
csaladokba soroldsdhoz (Kurtzman és mtsai, 2015). Bar a tobb gén DNS bazissorrendjének
elemzésén alapulé munkak jelentds eredményeket hoztak az ¢lesztdgombak osztalyozasaban,
szamos nemzetség tovabbra is parafiletikus vagy polifiletikus, mig a csalddok vagy a
csalddokndl magasabb szintli rendszertani egységek koriilhatarolasa statisztikailag sokszor
nem kell6en alatamasztott (Hittinger és mtsai, 2015; Shen és mtsai, 2016).

Tovabbi jelentds eldrelépés varhato a genom 1éptékii filogenetikai elemzésektdl. Shen
¢s mtsai (2016) a 2016 januarjaban a nyilvanos adatbazisokban korlatozas nélkiil hozzaférhetd
teljes genom szekvencidkat hasznaltak fel a Saccharomycotina altorzsbe sorolt élesztdgombak
torzsfejlodési, rokonsagi kapcsolatainak feltarasara. Az akkor rendelkezésiikre allo 86
élesztdgomba genom szekvenciabol tobb mint 1 200 fehérjekoédolé gén nukleotid
bazissorrendjét vették figyelembe elemzéseikben. A 86 élesztégomba a Saccharomycotina 11
nagy leszarmazasi vonala koziil 9-nek a képviseldit tartalmazta. A kiilonboz6 elemzési
moddszerek alkalmazisa hasonlé eredményekhez vezetett. A Saccharomycotina altorzs
vizsgalatba vont fajai kozotti rokonsagi kapcsolatokat statisztikailag megbizhatod torzsfak
formajaban vazoltak fel (Shen és mtsai, 2016). A jelenleg is dinamikusan futé Y1000+

Projekt (https://y1000plus.wei.wisc.edu/) elsédleges célja Saccharomycotina altérzsbe sorolt

valamennyi élesztégomba genom nukleotid bazissorrendjének a meghatarozasa (6t éven
beliil) torzsfejlodésiik, anyagceseréjiik és 0kologiai szerepiikk megismerése céljabol. Shen és
mtsai (2018) mar 332 Saccharomycotina faj torzstajat rajzoltdk meg 1 759 gén analizise

alapjan.
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Az élesztégomba genomok Szekvenaldsa tovabb folytatodik. A genom 1éptékii DNS
bazissorrend adatok elemzésétél varhatd a statisztikailag megbizhatd, a torzsfejlédést jol
rekonstruald torzsfak megalkotasa és az élesztégombak minden eddiginél megalapozottabb

osztalyozasa.

Néhany kiemelkedo élelmiszeripari jelentdségii éleszt6gomba csoport

Altalaban ismert, hogy az egyes élelmiszerek, élelmiszer-6sszetevok és adalékanyagok
eldallitasahoz milyen tulajdonsagu élesztoégombakra van sziikség. Néhany esetben mar azt is
tudjuk, hogy ezek a tulajdonsdgok hogyan vannak kdédolva a génallomanyban. Ezek az
ismeretek az Uj technologidkkal parosulva lehetdséget biztositanak 1 élelmiszeripari
termékek és tokéletesitett gyartdsi eljardsok kifejlesztésére, amelyekhez 1j, a természetbdl
izolalt vagy akar genetikailag modositott (GM) élesztégomba torzseket alkalmaznak
(Hittinger ¢és mtsai, 2018). Az els6 GM ¢lesztdgomba, amelynek élelmiszeripari alkalmazasat
engedélyezték a S. cerevisiae volt. Az Egyesiilt Kiralysagban 1990-ben hagytak jova egy
megndvelt széndioxid termelésii S. cerevisiae torzs siitipari alkalmazasat (Aldhous, 1990). A
GM ¢élesztdgombak alkalmazasat azonban korlatozza az orszdgonként valtozd, szabalyozas és
a fogyasztok altali kedvezdtlen fogadtatas (Johnson, 2013). A GM ¢élesztdgombak altal
termelt anyagokat, példdul enzimeket, felhaszndldsuk szerint élelmiszer-Osszetevok,
¢lelmiszer-adalékanyagok és technologiai segédanyagok k6zé sorolhatjuk (Spohner és mtsali,
2015). A technologiai segédanyagokra, amelyeket csak az élelmiszer eldallitasanak
folyamata soran hasznélnak, azaz az €¢lelmiszerben nincs jelen a géntechnologiaval modositott
alapanyagbol szarmaz6 anyag, nem vonatkozik az Eurdpai Parlament és a Tandcs
1829/2003/EK rendelete a géntechnologiaval modositott élelmiszerekrdl és takarmanyokrol.
A heterolog protein expressziora a S. cerevisiae mellett a Yarrowia lipolytica-t és a metanol-
asszimilalo ¢€lesztégombakat is kiterjedten alkalmazzak, ezért ezeknek az élesztOknek ez a

felhasznalasi teriilete tovabbi kiemelkedd élelmiszeripari jelentdséget kdlcsonoz.

A Yarrowia nemzetség

A Y. lipolytica jelentds, az adott kornyezeti tényezokt6l és az aktudlis torzs
tulajdonsagaitdl fliggden pozitiv vagy negativ, szerepet tolthet be, tobb ¢lelmiszer, elsdsorban

tejtermékek, valamint husok ¢és huskészitmények esetében, emellett kivald mindségi
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takarmanyozasi célra felhasznalhat6 proteinforras. Szadmos tovabbi, biotechnoldgiai
szempontbol figyelemreméltd tulajdonsadggal is rendelkezik; szerves savakat (példaul
citromsavat), hidroféb anyagokat (példaul tobbszordsen telitetlen zsirsavakat ¢és
karotinoidokat) termel; gyogyszerészeti €s ipari fehérjék és enzimek heterolog expresszidjara,
biolizemanyag termelésre valamint bioremediacids célra is felhasznalhatd (Coelho és mtsai,
2010; Groenewald ¢és mtsai, 2013). Sokrétii alkalmazasa miatt ipari igaslonak is nevezik
(Coelho és mtsai, 2010). Ez az élesztégomba a korabban készitett filogenetikai torzsfakon egy
hosszu ag végén egyediili fajként helyezkedett el (pl. Kurtzman és Robnett, 1998). Késébb
DNS bazissorrend Osszehasonlitds (Bigey és mtsai, 2003) és polifazisos megkozelités
(Knutsen és mtsai, 2007) eredményeként fény deriilt a faj heterogenitasara, és a korabban a Y.
lipolytica szinonimjai kozott nyilvantartott C. deformans-t 6nallo faji rangra helyezték vissza
(Groenewald és Smith, 2013). Az utoébbi masfél évtizedben szamos tovabbi Yarrowia, és a
Yarrowia-kladba tartoz6 Candida faj is leirasra keriilt (Péter és mtsai, 2004; Kurtzman,
2005a; Knutsen és mtsai, 2007; Limtong és mtsai, 2008; Groenewald és Smith, 2013; Chang
¢s mtsai, 2013; Nagy és mtsai, 2013, 2014; Crous és mtsai, 2017, Liu és mtsai, 2018). Crous
¢s mtsai (2017) a Melbourne Code (McNeill és mtsai, 2012) koncepciojanak megfeleléen a
Yarrowia-kladba tartozo Candida fajokat, a torzsfa korai elagazasan elhelyezked$ C.
hispaniensis-t leszamitva, uj kombinaciokként a Yarrowia nemzetségbe soroltak. Ezzel a
Yarrowia nemzetség fajainak szama 14-re nétt. Néhany Gjonnan leirt faj (Y. divulgata, Y.
keelungensis, Y. porcina) és az ismételten faji rangra emelt Y. deformans a Y. lipolytica-tol az
¢éleszté taxondmidban alkalmazott standard fenotipusos tulajdonsagok alapjan nem
kiilonithetd el (Nagy és mtsai, 2014), azzal egy kriptikus fajokbol 4ll6 komplex csoportot
(Yarrowia lipolytica komplex) alkot. Ebbdl kovetkezik, hogy a korabbi, fenotipus vizsgalatan
alapuld azonositasi modszerek felhasznalasaval késziilt publikaciokban Y. lipolytica-ként
emlitett fajok kozott nagy valoszinliséggel egyéb, a Y. lipolytica-val kozeli rokonsagban allo,
fajok 1is szerepelnek, még azokban az esetekben is, amikor a szerzék az elvarhato
gondossaggal jartak el a vizsgalt torzsek rendszertani azonositasa soran. Az €élelmiszerekben
eléforduld Yarrowia-k biodiverzitasanak feltarasaban kutatocsoportunk is részt vett. Munkank

legfontosabb eredményei a késdbbiekben keriilnek ismertetésre.
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Metanol-asszimilalo élesztogombdk

Tobb mint 50 ¢év telt el azdta, hogy Ogata és mtsai (1969) elszor szamoltak be
metanol asszimilaciora képes élesztégombarol. Amellett, hogy rendszeresen izoldlhatok
¢lelmiszerekbdl, tiditditalokbdl és borbol (Barnett és mtsai, 1990), egyes metanol-asszimilalo
¢lesztbgombak enzimek ¢és egyéb fehérjék heterolég expressziojanak  kivalo
gazdaszervezeteinek bizonyultak, ezért kiemelkedd szerepet tolthetnek be az élelmiszerek
eléallitasa soran is. A metanol-asszimilalo élesztégombak tovabbi potencialis felhasznalasi
terlilete az ¢lelmiszer-ellatasi lancban, a takarméanyozasi célra felhasznalhaté glicerin
metanol-mentesitése. A biodizel eléallitasa soran melléktermékként nagy mennyiségii glicerin
keletkezik, amely azonban metanolt is tartalmazhat. Chaucheyras-Durand és mtsai (2008)
felvetették, hogy a C. floccosa-hoz és az O. (Hansenula) polymorpha-hoz hasonld
tulajdonsagokkal rendelkezd élesztégombakbdl olyan torzseket lehetne fejleszteni, amelyek a
kérddzo allatok benddjében elegendd ideig életben maradnak és a takarmény kiegészitdként
alkalmazott glicerinben taldlhat6 metanolt metabolizaljak.

A metilotrof élesztégombak tilnyomd tobbsége az Ascomycota torzsbe tartozik, és
jelenleg tobb mint 90, metanol-asszimilaciora képes fajt ismerlink, ami az Gsszes leirt
¢lesztbgombanak kevesebb, mint 5%-a. A metanol-asszimilalo élesztégombak el6fordulasa
gyakran novényekhez, ndvényi eredetli Gsszetevot tartalmazd élelmiszerekhez kotddik. Ez
valoszintlileg Osszefliggésben all azzal, hogy metanol képzddhet a lignin metoxi csoportjaibol
(de Koning és Harder, 1992), illetve a ndvények pektin anyagcseréjének melléktermékeként
(Fall és Benson, 1996). A novények gazcsere nyildsaikon keresztiil metanolt bocsatanak a
leveg6be, aminek egy része a levelek felszinéhez kotddik (Nemecek-Marshall és mtsai 1995).
Ismert, hogy a levelek felszinét metanol asszimilaciora képes baktériumok népesitik be
(Corpe ¢és Rheem, 1989), de metilotréf ¢Elesztégombaknak a filloszféraban valo
el6fordulasarol az altalunk (Péter és mtsai, 2007a) kozolt adatokat megeldzen nem jelentek
meg beszamolok.

Az 1990-es évek végére az Ascomycota torzsbe tartoz6 anamorf metilotrof
¢lesztégombakat a polifiletikus Candida nemzetségbe, mig a teleomorf fajokat az ugyancsak
polifiletikus Pichia nemzetségbe soroltak (Kurtzman és Fell, 1998). A DNS, szekvencia
elemzések nyilvanvalova tették, hogy sem a metanol-asszimilalo Candida, sem a metanol-
asszimilalo Pichia fajok nem allnak szorosabb rendszertani kapcsolatban a két nemzetség

tipusfajaival [C. vulgaris (C. tropicalis), ill. P. membranifaciens]. Ezt felismerve, a korabban
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a Pichia nemzetségbe sorolt metanol hasznositd élesztégombakat a Yamada és mtsai (1994,
1995) altal javasolt Gj nemzetségekbe (Kuraishia, Ogataea, Komagataella) soroltak at, ill. az
ujonnan leirt fajokat zomében mar eleve ezekbe a nemzetségekbe helyezték. A metanol-
asszimilalo Candida fajok koziil a Kuraishia nemzetséggel rokon fajokat mar atsoroltak ebbe
a nemzetségbe (Kurtzman és Robnett, 2014b), az Ogataea-kladba tartozo Candida fajok még
atsorolasra varnak, mig a Komagataella-klad valamennyi eddig ismert faja aszkosporat képez

(2. dbra).

Candida

Zygosaccharomyces

—
—
\

A
|

Ogataea Komagataella

2. dbra. A Saccharomycotina altdrzsbe sorolt metanol-asszimilalo €élesztdgomba fajok
nemzetség szintli rendszertani besorolasanak valtozasa
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A kutatasok célkitiizései

Az irodalmi attekintésben réviden bemutatott DNS bazissorrend alapi rendszertani
azonositas gyors térnyerésének és az ezredfordulora 1étrejott és azota folyamatosan aktualizalt
vonalkéd DNS szekvencia (elsdsorban a rRNS kodoldé gén D1/D2 régidja és az ITS régid)
adatbazisnak (GenBank, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) koszonhetéen a korabban
alkalmazott fenotipus-alapti rendszertani azonositasnal sokkal gyorsabb, pontosabb és
hatékonyabb ¢élesztégomba azonositasi mddszer valt elérhetové. A DNS bazissorrend alapt
azonositasi modszereknek koszonhetéen kriptikus fajcsoportok 1étére deriilt fény, és szamos
¢lohely, koztik az élelmiszerek élesztdgomba biodiverzitdsanak a korabbindl részletesebb
feltarasa valt lehetové.

A DNS bazissorrendek 0Osszehasonlitasara alapozott azonositasi modszerek adta
lehetséget kihasznalva, célul tiztik ki az élesztégombdk biodiverzitdsanak minél
részletesebb feltarasat természetes ¢és ember alkotta mesterséges ¢lohelyeken, koztik
¢lelmiszerekben, valamint az esetlegesen izolalasra keriil6 0j fajok rendszertani helyének
meghatarozasat, fenotipusos jellemzését €s leirasat. A torzsgyljtemények klasszikus szerepét
¢s lehetdségeinket figyelembe véve, a manapsdg méltan népszeri DNS kivonason alapul6
kornyezetmikrobiologiai eljarasok helyett, a klasszikus, tenyésztésre alapozott eljarasokat
alkalmaztuk. Erre azért is sziikség volt, mert a munkank soran felhalmozodott élesztégomba
torzsek kivalasztott képviseldit a Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
Gyljteményének nyilvanos részében kivantuk elhelyezni, ezzel biztositva, hogy tovabbi
kutatasok céljara hozzaférhetdek legyenek. A napjainkban nem til nagy tekintélynek 6rvendd
tenyésztéses eljarasok melletti tovabbi érv, hogy bar a metagenomikus adatok informacioval
szolgalhatnak az adott mikroba kozosségben rejld lehetdségekrdl, e potencial kiakndzasara a
tényleges alkalmazasok soran tovabbra is az €10, tenyészthetd mikroorganizmusokra van
sziikség (Boundy-Mills és mtsai, 2016).

Az élelmiszerek mikrobioldgiai vizsgalata hosszu multra tekint vissza, és mas mikroba
csoportokhoz hasonldan, nagy mennyiségli adat halmozodott fel az egyes élelmiszereket
benépesitd ¢€lesztdgombakrol is. A nukleinsav bazissorrend alapu rendszertani azonositas
alkalmazasa elott keletkezett adatok azonban magukban hordjdk a téves azonositas
lehetdségét, pl. a kriptikus fajok esetében, ezért azokat ennek tudatdban kell értékelni. A
megfeleld koriiltekintéssel kivitelezett DNS szekvencia alapu rendszertani azonositast

alkalmaz6 tanulmanyok ezt a hibaforrast kikiiszobolik, a korabbinal pontosabb, arnyaltabb
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képet nyujtanak az egyes €lelmiszerek €lesztdégomba kdzosségeinek faji dsszetételérdl. Célul
tliztliik ki néhany ¢élelmiszerekbdl rendszeresen izolalt nagy jelentdségii élesztégomba csoport,
pl. a Yarrowia nemzetség képviseldinek izolalasat és az izolalt térzsek DNS szekvencia alapu
rendszertani azonositasat, valamint az élelmiszerek mindségére gyakorolt hatasukban
kulcsszerepet jatszo néhany tulajdonsag vizsgalatat.

Az altalanosan alkalmazott tenyésztéses eljardsok soran a dominans fajokt6l tobb
nagysagrenddel elmaradd szadmbeli kisebbségben 1évé fajok képviseldi sokszor rejtve
maradnak. Igyekeztiink ezért néhany Kisebb szamaranyban jelen 1évé komponenst, pl. a
Yarrowia nemzetség fajait tejbol, tejtermékekbdl és hiisokbol, valamint a Saccharomyces
fajokat sz616r6l, és a metanol-asszimilalé élesztégombakat kiilonb6zé él6helyekrdl Kimutatni
¢s izolalni. Ehhez, részben altalunk kifejlesztett, dusitasos eljarasokat alkalmaztunk, hogy a
kordbban rejtve maradt kis szdmaranyban jelenlévd élesztdgomba fajok is detektalasra és
izolalasra keriiljenek.

Akadnak olyan ¢lelmiszerek is, mint pl. az évezredek ota fogyasztott olivaolaj,
amelyekrél meglepd modon csak nemrégiben deriilt ki, hogy élesztdgombak éléhelyei. Ennek
tudatdban igyekeztlink az olivaolaj élesztdgomba biodiverzitdsanak feltarasdban részt vallalni.
Az olivaolaj hidrofob tulajdonsagabol adodoéan a szokvéanyos tenyésztéses mikrobiologiai
modszerek alkalmazéasa koriilményes €s nem kellden hatékony, ezért célul tliztik ki az
¢lesztbgombdknak az olivaolajbol torténd izolalasara alkalmas hatékony modszer
kidolgozasat.

Mivel az élesztdgombak Okoldgiai szerepének megértését nagymértékben eldsegiti
fiziologiai jellemzdik ismerete, az altalunk izolalt térzsek zomének fenotipusos jellemzését is
elvégeztiik, annak ellenére, hogy rendszertani azonositasukhoz a fenotipusos bélyegekre egyre
kisebb mértékben tamaszkodhattunk. Az értekezés sordn elsOsorban azoknak az
eredményeinknek a bemutatasara szoritkozom, amelyek vagy élelmiszerekbdl izolalt
¢lesztdgombakkal kapcsolatosak, vagy az élelmiszerektdl eltérd szubsztratumokral izolalt, de
potencialis ¢€lelmiszeripari jelent0ségli élesztégombakra vonatkoznak. Ezen beliil kiemelt
figyelmet szentelek az altalunk leirt 0j élesztégomba fajoknak. Az élelmiszerekbdl izolalt uj, a
tudomany szdmara kordbban ismeretlen fajok esetében, amennyiben fenotipusos
tulajdonsagaik az izolalasi forrasul szolgald élelmiszer tulajdonsagaival Osszevetve erre
lehetdséget adtak, megkiséreltiik az adott ¢€lelmiszerben betdltott lehetséges szerepiik

meghatarozasat is.
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Anyagok és médszerek

Mintagyiijtés és az élesztégombak izolalasa

A mintagyljtés steril modon tortént a minta jellegének megfeleléen. A folyékony
mintakat altaldban steril, csavaros kupakkal ellatott laboratériumi {ivegekbe, a szilard
mintakat pedig steril mianyag zacskokba vagy laboratoriumi livegekbe gytjtottikk steril
eszkozokkel (spatula, nyelvlapoc, csipesz, ollo). A kiilonb6z6 szilard feliileteket, példaul
¢lelmiszeripari berendezések feliiletét, fakérget stb., valamint fa exudatumokat steril
tamponnal mintdztuk meg. A mintdkat a lehetd leggyorsabban a laboratériumba szallitottuk,
amennyiben lehetséges volt, hiitott koriilmények kozott (htitdtaskaban, jégakkuval), és a
mikrobiologidban altalanosan hasznalt modszerek alkalmazaséaval, a lehetd legrévidebb idon
beliil dolgoztuk fel dket.

A folyékony halmazallapoti mintakbol peptonvizzel (0,1% pepton, 0,9% NaCl)
decimalis higitasi sort készitettiink, amelynek tagjaibol 0,1-0,1 ml-t a minta jellegének
megfeleld tapagarlemez feliiletére szélesztettiink. Szilard halmazallapoti mintdk esetében,
amennyiben a minta mennyisége ezt lehetdvé tette, 10 gramm mintdhoz 90 ml peptonvizet
adtunk ¢és Stomacher homogenizatorban 2 percig homogenizaltuk, ezt kovette a higitasi sor
készitése és a feliileti szélesztés. A tamponnal vett mintadk esetében a tampont 5 ml
peptonvizet vagy dusitdé kozeget (lasd késobb) tartalmazé 16 mm-es kémcsObe helyeztiik,
majd kémcsdkeverdvel végzett alapos keverés utan a fent leirtak szerint folytattuk a minta
feldolgozasat. Amennyiben kicsi volt a minta varhato élesztdgomba szama, példaul vizmintak
esetében, membransziiréses modszert is alkalmaztunk az élesztdgombak kitenyésztéséhez.
Néhany minta tipust a fentiektél eltéréen dolgoztunk fel. A méhkenyeret tartalmazd 1ép
sejtjeinek tartalmat példaul egyszer haszndlatos steril miianyag oltokaccsal szélesztettiik az
agar lemezek felszinére.

Leggyakrabban Rose-Bengal-Chloramphenicol (RBC) agart (Merck 1.00467)
hasznaltunk az élesztdgombak kitenyésztéséhez. Ha a chloramphenicol rezisztens
baktériumok jelenléte nem tette lehetdvé az RBC agar alkalmazésat, akkor steril 1N sésavval
pH 3,5-3,7 értékre allitott gliikoz-pepton-élesztokivonat agart (Kurtzman és mtsai, 2011c¢)
alkalmaztunk. Amennyiben a mintak gyorsan novekvé penészgomba propagulumokat
tartalmaztak, az RBC agar helyett Dichloran-Rose-Bengal-Chloramphenicol (DRBC) agart
(Merck 1.00466) hasznaltunk. Kis vizaktivitisat mintak (példaul méz, méhkenyér)

feldolgozasakor az RBC agar mellett 30%-os gliik6z agart [gliikkoz 30% (m/m), élesztokivonat
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0,5%] és/vagy 50%-os glikoz agart [glikoz 50% (m/m), élesztokivonat 0,5%] Iis
alkalmaztunk az élesztégombak kitenyésztésére.

A leoltott agarlemezeket 25 °C homérsékleten inkubdltuk sotétben, minimum 5-7
napig, amennyiben ezt nagyszamu vagy gyorsan novekedd penészgomba telepek kifejlodése
nem akadalyozta meg.

A kifejlodott élesztogomba telepeket, makro- és mikromorfoldgiai tulajdonsagaik
alapjan tipizaltuk. Minden teleptipusbdl egy vagy néhany torzset izolaltunk és két egymast
kovetd szélesztéssel tisztitottuk gliikkoz-pepton-éleszté kivonat agaron, amennyiben ezen a
taptalajon képesek voltak szaporodni. Az izolalt torzseket a tovabbi vizsgalatokig 2%-0s
malata kivonat agaron, hlitészekrényben és/vagy cseppfolyds nitrogénben és/vagy fagyasztva
szaritva taroltuk. Az obligat ozmofil torzsek izolalasa, tisztitasa és fenntartdsa 30%-os gliikoz
agaron tortént.

A fent leirt altalanosan hasznalt minta feldolgozasi eljarasok mellet, vagy olykor azok
helyett, ritkdbban hasznalt vagy teljesen 1j, altalunk kidolgozott modszereket alkalmaztunk
egyes specialisan megcélzott élesztdgomba csoportok izolalasa vagy a minta természetébol
ad6do technikai nehézségek lekiizdése céljabol. A fentiektdl eltérd, altalunk gyakrabban
hasznalt eljarasokat az alabbiakban ismertetem roviden.

Tobbszor hasznaltunk kiilonféle szelektiv dusitasos eljarasokat egyes élesztdgomba
csoportok izolalasa céljabol. A dusitasos eljarasok hatranyaik (példaul a minta eredeti
¢lesztdgomba szamadara €s Osszetételére nem lehet kovetkeztetni dusitast kdvetden) mellett
jelentds elényoket biztosithatnak. A megfelelden megvalasztott dusitasi eljarast kovetéen az
¢lesztbgomba célcsoport képviseldi gyakran olyan mintdkbol 1is sikerrel izolalhatok,
amelyekbol dusitas nélkiil erre kevés esély nyilik. Azok a mikroorganizmusok ugyanis,
amelyek a telepképz6 mikroba kozosség dominans Osszetevdinek 0,5-1%-anal kisebb
aranyban vannak jelen, az egyszerli feliileti szélesztéses eljarasok alkalmaval
kimutathatatlanok maradhatnak (Flannigan ¢s Campbell, 1977). A kornyezeti DNS mintak
elemzése ugyan ennél joval érzékenyebb, akar 1-2 nagysagrenddel nagyobb a kimutatott
gomba fajok szama, mint tenyésztéses modszerek alkalmazésa esetén (pl. Menkis és mtsai,
2005), céljainkat jobban szolgalta a tenyésztéses modszerek alkalmazasa, ugyanis az altalunk
vizsgalt ¢€lohelyekre jellemzd ¢€lesztdgomba kozosségeket reprezentald torzsekkel a
Mezo6gazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteményét iS gyarapitani kivantuk.
Emellett, az egyes ¢lesztdgombaknak az adott éldhelyen betdltott okologiai szerepének a

megértéséhez, valamint esetleges ipari, biotechnologiai felhasznalasi lehetéségeinek
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feltarasdhoz sziikséges az izolalt torzsek fenotipusos jellemzése is. A tudomany szamara 1j
élesztégomba fajok leirdsara pedig hosszu ideje csak a tipustdrzs torzsgyiijteményekben
torténd letétbe helyezését kovetden van lehetdség.

Tovabbi érv a tenyésztéses modszerek alkalmazéasa mellett, hogy mig a Sanger féle
DNS szekvendlds soran a kis gyakorisaggal eléforduld DNS variansok masodlagos
csticsokként jelennek meg, addig a kornyezeti DNS ,,Next Generation Sequencing” (NGS)
segitségével torténd vizsgalata az alfa diverzités talbecslését eredményezi a kis gyakorisaggal
eléforduld6 DNS varidnsok miatt (Roscini és mtsai, 2018). Egyes kozleményekbdl az is
nyilvanvalo, hogy a tenyésztéses moddszereken, és a metagenomikus DNS szekvenaldsan
alapuld tanulmanyok altal detektalt faj spektrumok olykor csak kis mértékben fedik at
egymast. Az azonos mintakbol kimutatott, a két modszerrel, faj szinten azonositott taxonok
kozotti atfedés olykor elhanyagolhatd (Jayawardena és mtsai, 2018). Feltételezhetd, hogy a
két modszer egyiittes alkalmazasaval is csak a teljes biodiverzitas egy részét tarjuk fel (3.
dbra). A hagyomanyos tenyésztéses eljarasok tovabbi elénye, hogy azok az izolalt térzsek
tobbségének pontos faj szintli rendszertani azonositasat teszik lehetové, mig a tenyésztés-
fliggetlen modszerek esetében sokszor csak nemzetség vagy csalad szintli azonositast sikertil

elérni (Jayawardena és mtsai, 2018).

Az adott mintaban jelen 1évé mikroszkopikus gombak 6sszessége

Tenyésztéses eljarassal
kimutatott diverzitas

Kornyezeti DNS mintak
elemzésével kimutatott
diverzitas

3. abra. A mikroszkopikus gombak diverzitasabdl feltart rész az alkalmazott modszerek
fliggvényében
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A Saccharomyces és Yarrowia nemzetségekbe tartozd torzsek izolalasara 1j
modszereket fejlesztettiink ki és irtunk le, csakigy, mint az élesztégombak olivaolajbol
torténd izoldlasara. A metanol-asszimildlo élesztdgombdk izolalasat megel6zden a vizsgalt
szubsztratumokat a megszokottol eltérd Osszetételt tapkozegben dusitottuk. Az aldbbiakban

ismertetem ezeket a modszereket.

Saccharomyces torzsek izolalasa sz6l6rél

A sz616 mintdkat 2004-ben a sziireti idészakban gytjtottilk az Egri Borvidéken. A
tizennyolc vizsgalt minta kozil 13 a sziiretkor, 5 minta pedig 17-23 nappal a sziiretet
megel6zden keriilt begyljtésre (2. tdblazat). Mintanként egy, vagy kis fiirtok esetén néhany
fiirtt steril olloval kisebb darabokra vagtunk és szelektiv dusitas céljabol 0.5% (m/v)
gliikozzal és 1/10 térfogat (50 ml/500 ml tapkozeg) metanollal (Merck) kiegészitett Yeast
Nitrogen Base with Amino Acids (Sigma Y1250) taplevesbe helyeztiik 1000 ml térfogath
csavaros kupakkal ellatott laboratoriumi iivegbe. A dusitashoz felhasznalt mintak tomege 122-
272 gramm kozott volt. A mintakat tartalmazo laboratdriumi tivegeket 25 °C hdmérsékleten
inkubaltuk korkoros sikrazogépen (100 rpm) 7-10 napig. A dusitott mintakbol feliileti
szélesztést [RBC agar (Merck 1.00467)] végeztiink és 5-7 napos sotétben torténd inkubaciot
kovetden valamennyi morfotipust képviseld élesztégombabol 1-1 torzset izolaltunk, és fent
leirtak szerint tisztitottuk oket. A modszer elméleti alapjat az adja, hogy eldzetes vizsgalataink
alapjan a kiemelked6é etanol-toleranciaval rendelkezé Saccharomyces-ek nagyobb metanol
tartalmi tapkozegben is képesek szaporodni, mint a szO6l6n megtalalhaté egyéb
élesztdgombak tobbsége. Ezért, megfeleléen megvalasztott metanol-koncentracioji
tapkozegben valéo dusitast kovetden, sokkal nagyobb valdszinliséggel izolalhatok

Saccharomyces torzsek sz616r6l, mint dasitas alkalmazasa nélkiil (Péter és mtsai, 2011a).

Elesztégombak izolalasa olivaolajbol és olivaolaj iiledékbél

A munkénk soran vizsgalt olivaolaj mintdk részben a kereskedelmi forgalombol,
részben az Igazioliva Olivaolaj-szakiizletb6l (Pomaz) szereztiik be, és a Mediterran térség 8
orszagbol (Portugélia, Spanyolorszag, Olaszorszag, Szlovénia, Horvatorszag, Montenegro,
Torokorszag, lzrael) szarmaztak. Az olivaolaj iiledék mintdk szlovén kistermel6ktol

szarmaztak.

46



dc_1731 20

2. tabldzat. A sz616r6l izolalt Saccharomyces torzsek eredete és néhany fenotipusos

tulajdonsaga
v Asszimilacio
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Y.01903 | 1-4 | - | — | | I - +
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Cabernet . . Y.01928 | 1-4 |+ | + | + | — /I -
16 franc Kélyuktetd 0 Y.01929 1 + |+ | - | - — —
17 | CADemmel | b uktets | O | Y.01930 | 1-4 | + |+ | + | + | -
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, | Feldebrs- YO01931 | 1-2 | + |+ |+ | = | - _
18 | Harslevelth |\ "o siahae | O | vi0o1032 [ 1-4 |+ |+ |+« | n| | |

I: lasst (7 napnal hosszabb inkubaciot kovetd) pozitiv reakcid; gy: gyenge asszimilacio

Az olivaolaj és olivaolaj liledék mintak feldolgozasara harom kiillonb6z6 modszert
alkalmaztunk. Az elsd feldolgozasi modszer a mintdk 0,1 ml-ének RBC agarra szélesztését
jelentette. A kdvetkezé modszer soran 80 mm atmérdj steril sziirdpapir korongot (Schleicher
and Schuell 2043 B) impregnaltunk 1 ml oliva olajjal 1 6ran keresztiil, majd az olajjal atitatott
korongot helyeztiik RBC agar felszinére. Mivel egyik moddszer sem bizonyult elég
hatékonynak (ldsd eredmények) egy tovabbi moddszert is kidolgoztunk az élesztégombak
olivaolaj és olivaolaj tiledékbdl torténd izolalasara (Péter és mtsai, 2017a). 12,5 ml mintat és
azonos térfogat steril desztillalt vizet mértiink 50 ml térfogatu csavaros kupakkal ellatott
steril milanyag centrifugacs6be. A centrifugacsd tartalmanak alapos Osszerdzdsa utin a
mintaban talalhato élesztégomba sejteket centrifugalassal (9400 g, 5 °C, 5 perc) a vizes
fazisba juttattuk, majd a feliilusz6 pipettaval torténd eltdvolitdsa utdn az iiledéket
kémcsOkeverdon torténd alapos keverés segitségével szuszpendaltuk a vizes fazisban. Ezt
szélesztést vagy membranszilirést kovetden tenyésztettiik ki az élesztdgombakat RBC agaron,
25 °C hémérsékleten legalabb 5-7 nap inkubacios id6 soran, majd a korabban leirtak szerint

izolaltuk Oket.

Yarrowia torzsek izolalasa

A Yarrowia torzsek célzott izolalasara egyediili szénforrasként hexadekant tartalmazo
taplevest hasznaltunk dusité kozegként (Nagy és mtsai, 2013, Péter és mtsai, 2019a), mivel az
eddig leirt Yarrowia fajok kivétel nélkiil asszimilaljdk a hexadekant, azon ismert
¢lesztdgombaknak viszont, amelyeknél a hexadekan asszimilaciéra vonatkozd adat
rendelkezésre all, csak koriilbeliil 10%-a rendelkezik ezzel a tulajdonsdggal. A baktériumok
szaporodasat kis pH-ju tapkozeg alkalmazasaval szoritottuk vissza, mivel a hasokkal és
csirkemajjal végzett eldkisérletek soran a chloramphenicol hatdstalannak bizonyult erre a
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célra. A dusitd tapkozeg pH-janak steril sosavval torténd beallitasa szintén kevéssé volt
hatékony, mert a fenti szubsztratumok megemelték a kdzeg pH-jat. A leirtakat figyelembe
véve az esetek zomében YNB (Sigma Y1250) + 0,5% (v/v) hexadekan Osszetételii taplevest
alkalmaztunk két- vagy haromlépéses dusitdshoz. A dusitd taplevest vagy 3,6 pH értékli
dinatrium-hidrogén-foszfat citrat pufferben (Mcllvaine, 1921) vagy 34 g/l kalium-dihidrogén-
foszfatot és a 3.5-3,6 pH érték eléréséig adagolt foszforsavat tartalmazé pufferben készitettiik
el.

A vizsgalt has, daralt has, maj, hal és tej mintak részben mindségellenérzé
laboratoriumokbol szarmaztak, részben lizletekben és piacokon keriiltek beszerzésre. A
szilard halmazallapoti mintdkbol 10 vagy 20 grammot, mig a tejbdl 10 ml-t mértiink 250
vagy 500 ml-es csavaros kupakkal ellatott laboratoriumi tivegekbe, amelyek sorrendben 100
vagy 200 ml dusito tapkdzeget tartalmaztak. Az livegeket horizontalis sikrazogépen (100 rpm)
inkubdltuk 25 °C-on hét napig. Darélt hiisok esetén 10 gramm mintat 90 ml peptonvizzel 2
percig Stomacher-homogenizatorban homogenizaltunk, majd a homogenizatumokbol 1 ml-t
adtunk 5 ml dusité folyadékhoz, 16 mm atmérdji kémcsoben. A kémcsoveket kémcsoforgatd
késziiléken (30 rpm) inkubaltuk 25 “C-on hét napig. Ezt kovetden a dusitott tenyészetekbol
0,1 ml-t adtunk 5 ml azonos Osszetétel(i dusitd tapkozeghez, 16 mm atmérdjii kémcsdbe.
Ezutan ujabb 7 napos inkubacié kovetkezett kémesdforgatd késziiléken (30 rpm) 25 °C-on. A
mintak egy részénél a modszer szelektivitdsdnak fokozésa céljabol egy, a masodikkal
megegyez6 harmadik dusitasi 1épés is beiktatasra kertilt.

A dusitott tenyészetekbdl higitasi sort készitettiink, RBC agaron feliileti szélesztést
végeztiink, majd az inkubalast kovetden az egyes morfotipusok képviseldit izolaltuk és

tisztitottuk a fent leirtak szerint.

Metanol-asszimilalé élesztégombak izolalasa

A metanol-asszimilaciora képes ¢élesztégombakat kétlépéses dusitast kdvetden
izolaltuk YNB + 0,5% (v/v) metanol Osszetételii taplevesben (Dlauchy és mtsai, 2003). Az
altalunk alkalmazott moddszer hasonlit a metanol-hasznositdo ¢élesztdgombak dusitasara
altalaban alkalmazott mdodszerekhez (van Dijken és Harder 1974), azzal az eltéréssel, hogy a
dusito tapkozeg nem tartalmaz antibiotikumot a baktériumok szaporodasanak visszaszoritasa
céljabol. Szilard mintdk esetében az elsd dusitasi 1épés csavaros kupakkal ellatott
laboratoriumi ilivegekben tortént az el6z6 pontban leirtakhoz hasonléoan. Amennyiben a
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rendelkezésre 4ll6 minta mennyisége ezt lehetové tette, 10 g minta keriilt dusitasra. A
tamponnal vett mintdk feldolgozasa soran a tampont 5 ml dusito taplevesbe helyeztiik 16 mm
atmérdjii kémcesobe, majd kémcsdforgatd késziiléken (30 rpm) inkubaltuk 25 ‘C-on 7-14
napig. Az els6t mindkét esetben egy masodik, 7 napos dusitasi 1€épés kovette az elsdvel
megegyezd Osszetételli dusitd folyadékban a hexadekanos dusitassal analég moédon, majd az
¢lesztégombak kitenyésztése, izolalasa és tisztitasa IS az el6z6 pontban leirtak szerint tortént.
A 0,5% (v/v) metanollal kiegészitett YNB taplevesben valé dusitast és az RBC agaron vald
szélesztést alkalmazva tobb szaz korhadt fa, fa exudatum és levél minta feldolgozasa soran a

baktériumok egy esetben sem zavartak a metilotrof élesztdgombak izolalasat (Péter és mtsai

2019a).

Az élesztégombak fenotipusos jellemzése és rendszertani azonositasa

Az élesztogombak fenotipusos jellemzése

Az ¢élesztogombak fenotipusos jellemzése a Yarrow (1998) és a Kurtzman és mtsai
(2011c) éltal leirt modszerek segitségével tortént. A szénforrds asszimilaciot folyadék
tenyészetben, a nitrogénforras asszimilaciot pedig auxanografids modszerrel vizsgaltuk. Az
urea bontas képességét urea rapid broth (URB) tdpkdzegben, az élesztdgombak fonal képzését
pedig kukoricaliszt agaron, targylemez tenyészetben teszteltik. Az egyes torzsek
sporaképzésének vizsgalatahoz leggyakrabban a kovetkezd taptalajokat hasznaltuk: acetat
agar, kukoricaliszt agar, ‘‘Spezieller Nahrstoffarmer Agar’® (SNA), burgonya-dextroz agar,
2%-o0s malata kivonat agar, gliikdz-pepon-élesztékivonat agar, élesztd kivonat-malata kivonat
(YM) agar, V8 agar, higitott (1:10) V8 agar, yeast-carbon base (YCB) agar, 0,01%
ammonium szulfattal kiegészitett YCB agar (YCBAS) [Kurtzman és mtsai (2011c), Nagy és
mtsai (2014)]. A sporaképzés indukalasara alkalmazott taptalajok kore egyes esetekben
tovabbiakkal boviilt, pl. a Yarrowia torzsek esetében a YES agarral (Nagy és mtsai, 2014), az
O. pignaliae térzsek esetén modositott nitrat agarral (Péter és mtsai, 2010). A tenyészeteket
15 és 25 °C hémérsékleten inkubaltuk legalabb 3 héten keresztiil, és hetente vizsgaltuk
mikroszképpal a sporaképzést. Amennyiben az egyes tOrzsek tiszta tenyészetei nem
sporulaltak, akkor az azonos fajhoz tartozd torzsek kevert tenyészetével oltottuk le a
sporaztatd taptalajokat, hogy a heterotallikus torzsek esetén is lehetdség nyiljon a sporaképzes
megfigyelésére. Amennyiben a kevert tenyészetekben sporaképzést figyeltiink meg, a torzsek

50



dc_1731 20

paronként Osszekevert tenyészeteinek vizsgalatdval allapitottuk meg, hogy az egyes torzsek
egymashoz képest azonos vagy eltérd parosodasi tipushoz tartoznak-e.

A lipolitikus aktivitas vizsgalata a Marquina és mtsai (1992), valamint a Phaff és mtsai
(1997) altal leirt modszerek alkalmazasaval tortént. A Yarrowia torzsek barna pigment
termeld képességét Carreira és Loureiro (1998) modszerével vizsgaltuk.

Az obligat ozmofil élesztdgomba (Zygosaccharomyces favi és Schizosaccharomyces
osmophilus) torzsek fenotipusos jellemzésére a Kurtzman és mtsai (2011c) altal leirt
modszerek egy része alkalmatlannak bizonyult, csakigy, mint a Candida glucosophila (a
korabban ismert egyetlen obligadt ozmofil ¢élesztdgomba faj) szénforrds asszimildcidjanak és
erjesztésének vizsgalatara Tokuoka és mtsai (1987) altal ajanlott mddszer (a tapkozegek 10%
NaCl-dal valo kiegészitése). A Z. favi és a Sch. osmophilus torzsek jellemzéséhez tehat a
standard fenotipusos tesztek egy részének modositasara volt sziikség, mivel obligat ozmofil
tulajdonsaguk miatt szdmos standard tapkozegben nem szaporodtak. A makro- ¢és
mikromorfologiai tulajdonsagok tobbségét 30%-0s gliikoz agaron vagy 30% gliikozzal
kiegészitett taptalajokon vizsgaltuk. A Z. favi esetében az erjesztési probakhoz a cukor
koncentraciot 20%-ra (m/m) emeltiik, a szénforras asszimilaciot pedig kevertagyas ioncseréld
gyanta oszlopon tisztitott (Anand és Brown, 1968) 50% (m/m) polietilén-glikol 200 (PEG
200) tartalmu tapkozegben teszteltiik. A nitrogénforrds asszimilaciot, a kiilonb6zo
hémérsékleteken, szaporodas gatld szerek jelenlétében és vitaminmentes tapkozegben vald
szaporodas képességét, valamint a keményitdszerli anyagok képzését és a savtermelést a
Kurtzman és mtsai (2011c) altal leirt modszerekkel vizsgaltuk, de a tapkozegek gliikoz
tartalmat minden esetben 30%-ra (m/m) emeltiik (CadeZ és mtsai, 2015). A Sch. osmophilus
esetében az erjeszté képesség vizsgalatakor felhasznalt tapleveseket 30% (m/m), mig az
asszimilacios és az egyéb teszek tobbsége soran felhasznalt tapkozegeket 50% (m/m)
szorbittal egészitettiik ki a vizaktivitds csokkentése érdekében (Brysch-Herzberg és mtsai,

2019), mivel a vizsgalt torzsek nem voltak képesek a szorbit hasznositasara.

A Yarrowia lipolytica ureadz aktivitasdanak vizsgadlata

A kivalasztott Y. lipolytica térzsek ureaz aktivitasat Urea rapid Broth (URB) levesben
(Stuart és mtsai, 1945) és annak modositott valtozataiban, valamint Christensen’s urea agaron

(CUA) (Christensen, 1946) ¢s a Christensen’s urea agar modositott valtozatain teszteltiik,
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amelyekben az ureat egyéb nitrogénforrasokkal, ¢élesztokivonattal vagy megnovelt

cyey

Az élesztogombak rendszertani azonositasa

Az értekezésben bemutatott eredmények tobb mint két évtized munkdjanak a
gylimolcsei. Ez alatt az 1d6 alatt az ¢lesztdgombak rendszertani azonositasanak modszerei
sokat valtoztak, fejlodtek. Ezeket a valtozasokat mi is igyekeztiink lehetdségeinkhez mérten
kovetni a Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok nemzeti Gylijteményénél. Husz évvel
ezelott még elsésorban a fent leirt fenotipusos tulajdonsagok alapjan azonositottuk az
¢lesztdgomba torzseket és az azonositds eredményét valamilyen molekularis bioldgiai
modszerrel igyekeztiink megerdsiteni, ha erre mod nyilt. Erre a célra eleinte leggyakrabban a
polimerdz lancreakcidval (PCR) felszaporitott 18S RNS-t kddolo gén és az azzal szomszédos
ITS1 régio restrikcios enzim analizisét hasznaltuk (Dlauchy és mtsai, 1999). A sz616 bogyorol
izolalt élesztdgomba torzsek esetén a fenotipus alapi rendszertani azonositds eredményét
rotalo gélelektroforézis (rotating field electrophoresis, RFE) (Tornai-Lehoczki és Dlauchy,
1996) alkalmazasaval nyert kromoszoma mintazatok dsszehasonlitasa, késobb pedig a D1/D2
régid bazissorrend meghatarozasanak segitségével (lasd a kovetkezd bekezdést) erdsitettiik
meg.

A DNS szekvenalas aranak drasztikus csokkenése és a DNS bazissorrend alapu
rendszertani azonositashoz elengedhetetleniil sziikséges referencia adatbazis 1étrejotte
(Kurtzman és Robnett, 1998; Fell és mtsai, 2000) lehetévé tették, hogy a DNS szekvencia
alapra helyezziik az élesztdgombak rendszertani azonositasat. Leggyakrabban a riboszémalis
RNS nagy alegységét kodolod gén, altalaban koriilbeliil 600 nukleotid hosszisaga, D1/D2
szamu vonalkdd szekvencia. Sziikség szerint mas DNS szakaszok, elsdsorban az ITS régio,
bazissorrendjét is felhasznaltuk a rendszertani azonositds eredményének a megerdsitésére. A
vizsgalt DNS szakaszok felszaporitasa a Mezdgazdasagi €s Ipari Mikroorganizmusok nemzeti
Gyljteményénél tortént a Kurtzman és Robnett (1998), valamint a Dlauchy és mtsai (2003)
altal leirt modszerek alkalmazasaval. A DNS szakaszok felszaporitdsdnak eredményességérdl
a polimeraz lancreakcio termékek gélelektroforézises vizsgalataval gyézddtink meg [1,2 %
(m/v) agaroz gél, 5 V/cm térerésség, 35-40 perc futtatasi idé]. A DNS-t 0,05 pg/ml

cre
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dabra). Az amplikonok bazissorrendjének meghatarozasara pedig kiilonb6z6 kereskedelmi

laboratoriumokban kerilt sor.

felszaporitott DNS fragmentjei (Dlauchy Dénes felvétele)

1) Méretstandard; 2) Candida albicans, NCAIM Y.00283; 3) Candida albicans, NCAIM
Y.00580; 4) Candida albicans, NCAIM Y.00728; 5) Candida albicans, NCAIM Y.00971,
6) Candida albicans, NCAIM Y.01034; 7) Candida albicans, NCAIM Y.01506; 8)
Candida albicans, NCAIM Y.01788; 9) Candida albicans, NCAIM Y.01789; 10)
Candida albicans, NCAIM Y.01790; 11) Candida albicans, NCAIM Y.01791; 12)
Zygotorulaspora mrakii, A341/Brl1; 13) Ogataea histrianica, A341/Br2; 14) Nakazawaea
molendini-olei, A341/Br3; 15) Myxozyma udenii, A341/Br4; 16) Yamadazyma terventina,
A341/hex1; 17) Nakazawaea molendini-olei, A341/hex2; 18) Yamadazyma terventina,
A341/hex3; 19) Nakazawaea molendini-olei, A341/10%metl; 20) Nakazawaea
wickerhamii, A344/dull; 21) Nakazawaea wickerhamii, A344/dul2; 22) Ogataea
histrianica, A344/dul3; 23) Ogataea histrianica, A344/dul4; 24) Tremella sp., NCAIM
Y.02192; 25) Schizosaccharomyces osmophilus, NCAIM Y.02191

Az eredményiil kapott DNS bazissorrendeket (5. dabra) a GenBank adatbazisaban talalhato

szekvenciakkal vetettiik 0ssze a Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; Johnson ¢€s
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File: M37IY1#NL1_H04.abl  Run Ended: Mar 7, 2017, 13:06:31  Signal G:2198 A:2155 T:2141 C:1531  Comment:
Sample: 8#NL1 Lane: 16 Base spacing 13.08 566 bases in 7290 scans Page 1 of 3

g t E C G G C G 2 6 C G Za

5. 4bra. A Zygosaccharomyces favi tipustrzse (NCAIM Y.01994T) D1/D2 régidjanak
bazissorrendjét szemléltetd elektroferogram részlete
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mtsai, 2008) segitségével (6. dbra). Két ¢Elesztégomba torzs DI1/D2 régidjanak a
bazissorrendjében észlelt kiilonbségek értékelésénél aszkuszos élesztdgombak esetében a
Kurtzman és Robnett (1998), bazidiumos ¢lesztogombak esetében pedig a Fell ¢s mtsai
(2000) altal javasolt iranyelveket kovettik, az ITS régioban detektalt bazissorrend
kiilonbségek esetében pedig a Daniel és mtsai (2009) altal kozolt értékeket vettiik figyelembe.
Amennyiben az Ascomycota torzsbe tartozo élesztégombak esetében 0-3 nukleotid kiilonbség
detektalhatd a torzsek D1/D2 szekvencidi kozott, akkor valdsziniileg azonos fajhoz vagy
testvér fajokhoz tartoznak, mig a szubsztiticiok 1%-ot meghaladd mértéke 4altalaban
kiilonboz6 fajokat jelez (Kurtzman és Robnett, 1998). Amennyiben a Basidiomycota térzsbe
sorolt élesztégombak D1/D2 régioi kozott ketté vagy tobb nukleotid kiilonbség figyelhetd
meg, akkor a két torzs kiillonbozo fajokhoz tartozik (Fell és mtsai, 2000). Az ITS régidoban
leggyakrabban 0-4 nukleotid kiilonbség figyelhetd meg az azonos fajokhoz tartozo
¢lesztdgomba torzsek kozott (Daniel és mtsai, 2009). A fenti irdnyelveket lényegében
megerdsitették a Vu és mtsai (2016) altal a CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures)
gyljteményében fenntartott mintegy 9 000 élesztégomba torzs D1/D2 és ITS szekvencidinak
elemzése alapjan megallapitott hatarértékek.

Néhany esetben, amikor a D1/D2 ¢és ITS régiok bazissorrendjében detektalt
kiilonbségek egyiittes értékelése sem nyujtott megnyugtatd tampontot a térzsek azonos fajba
sorolasara vagy annak elvetésére, tovabbi modszereket, mikroszatellit inditdoszekvenciak
felhasznalasaval nyert PCR ujjlenyomatok Gsszehasonlitasat és parszimonia kapcsolathalod-
elemzést (parsimony network analysis) vettiink igénybe a probléma megoldasara (Nagy és
mtsai, 2014). A parsziménia kapcsolathalo-elemzést az Osszeflizott ITS és DI1/D2
szekvencidkon végeztiik el az inszercidt/deléciot tartalmazo poziciok kizarasaval a TCS 1.21
programmal (Clement és mtsai, 2000). A 95%-o0s kapcsolodasi hatarérték alkalmazasaval
nyert kapcsolathalohoz tartozo torzseket azonos fajhoz tartozoknak tekintettiik (Lachance és

mtsai 2010, 2011a).

Filogenetikai elemzés

Az ismert, mar leirt ¢élesztogomba fajoknak a filogenetikai torzsfan wvalod
elhelyezkedése altalaban ismert. Az ¢élesztdgomba monografia legutobbi kiadasanak
(Kurtzman és mtsai, 2011a) megjelenése elott leirt fajok tobbségének filogenetikali

elhelyezkedését a monumentalis mii tartalmazza. A tudomany szamara 10j ¢élesztégomba fajok
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leirasakor azokat szintén el kell helyezni a filogenetikai torzsfdn, hogy megbizhat6 mddon

megfeleld magasabb rendszertani kategoridba sorolhassuk dket.
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6. dbra. A Zygosaccharomyces favi tipustdrzse (NCAIM Y.01994T) D1/D2 régidja
bazissorrendjének (GenBank azonositészam: JF830782) 0Osszehasonlitisa a GenBank
adatbazisaban talalhaté DNS szekvencidkkal (2019. 08. 10.)
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A monografia megjelenést kovetden leirt fajok filogenetikai torzsfan vald elhelyezkedését
ezért a fajleirdsokat tartalmazd publikaciok mutatjak be. Amennyiben az altalunk izolalt
¢lesztdgomba torzseket egyetlen leirt fajjal sem tudtuk azonositani, akkor az 1j faj leirasakor
filogenetikai analizist végeztiink az 0 faj torzsfan valo elhelyezkedésének meghatarozasa
céljabol. Leggyakrabban D1/D2 szekvencidkon alapuld filogenetikai elemzést végeztiink,
mert az esetek zomében az 10 fajok rendszertani helyét ez is kielégitéen megmutatta.
Amennyiben a vizsgalatba vont fajok kozott egymassal olyan kozeli rokonsagban allo fajok
szerepeltek, amelyeket a D1/D2 szekvenciak elemzése nem valasztott el megfeleld modon, a
filogenetikai elemzést gyakran az Osszeflizott ITS és D1/D2 szekvencidkon végeztiik el.
Néhany esetben tobb gén DNS bazissorrendjének elemzése alapjan allapitottuk meg az 1j faj
rendszertani helyét.

Valamennyi, a disszertacioban bemutatott, altalunk leirt faj esetében 1) filogenetikai
elemzést végeztem az adott faj leirasa oOta eltelt idében tortént esetleges valtozasok
(els6sorban tovabbi 1j fajok leirdsa) figyelembevételével. Az itt bemutatott filogenetikai
torzsfak a D1/D2 vagy az Osszeflizott ITS és D1/D2 szekvenciak elemzésén alapulnak. A
DNS szekvenciak Osszerendezése utan az elemzéseket a MEGA 6 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis version 6.0.) programmal (Tamura és mtsai, 2013) végeztem a maximalis
valoszinliség (Maximum Likelihood) vagy a neighbor-joining modszert alkalmazva. Az egyes
Osszerendezett DNS bazissorrend adathalmazok elemzéséhez alkalmazott matematikai
modellt a MEGA 6 programba agyazott ,,Modeltest” eredménye alapjan valasztottam ki, és az
adott abra labjegyzetében adom meg az alkalmazott kiilcsoport (outgroup) fajjal/fajokkal
egylitt. Az altalunk vagy a kozremuiikodésiinkkel leirt fajokat félkovér karakterrel jeloltem a
torzsfakon. Valamennyi itt bemutatott filogenetikai elemzésbe vont fajt a tipus- vagy izotipus
torzs képviseli, ezért az dbrakon ez nincs kiilon feltiintetve. Az elemzésbe vont torzseknek és
a felhasznalt DNS szekvenciaiknak GenBank-i azonositészamainak felsorolasat a Fiiggelék

tartalmazza.
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Eredmények és megvitatasuk

Saccharomyces torzsek izolalasa sz616rol

Bar a Saccharomyces fajok toltik be a legfontosabb szerepet a must erjesztése soran,
kis szamuk miatt dusitdsos eljardsok alkalmazéasa nélkiil sz6l6rdl igen ritkdn izolalhatoak.
Ugyanakkor egyre nagyobb igény mutatkozik az egyes borvidékekhez, azok szol6 fajtaihoz,
szOlomiivelési gyakorlatdhoz és az alkalmazott boraszati technologiakhoz jobban adaptalodott
helyi Saccharomyces torzsek irant (Pretorius, 2000), melyek egyik forrasa maga a sz616 (Orli¢
¢és mtsai, 2005; Romano és mtsai, 2008; Fleet, 2008). A Saccharomyces térzsek sz616rél vald
izolalasara altalunk kidolgozott dusitasi eljaras (Péter és mtsai, 2011a) alkalmazasaval 18, az
Egri Borvidékrél szarmazo sz616 mintarol kiséreltilk meg Saccharomyces torzsek izolalasat.

A modszer lényege a 10% (v/v) metanollal kiegészitett tapkozegben vald dusitas,
amely azon az elméleti meggondolason alapul, hogy amennyiben a kiemelked6 etanol-
toleranciaval rendelkezé Saccharomyces-ek metanol-toleranciaja is meghaladja a sz616bogyot
benépesitd egyéb élesztdgomba fajokét, akkor, a nagy metanol tartalmu tapkozegnek
alkalmasnak Kkell lennie a Saccharomyces-ek szelektiv dusitasara. Mivel az ismert

Saccharomyces fajok a metanol asszimilaciojara képtelenek, a szelektiv gatldoanyagként

cres

crer

Mezbgazdasagi és Ipari  Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményébdl szadrmazd
Hanseniaspora ¢és S. cerevisiae torzs metanol tartalmu tapkozegben vald szaporodasanak
vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a 0,5% gliikozt tartalmazé, 10% (v/v) metanollal
kiegészitett tapkozeg a Hanseniaspora torzsek szaporodasat gatolja, a Saccharomyces-ekét
viszont nem.

A metanol tartalmu taplevesben tortént szelektiv dusitast kovetéen valamennyi sz616
mintarol sikeriilt élesztdgombat izolalni. Az 49 izoldtum kozill a 7 pm-nél hosszabb,
gombolyded vagy ellipszoid sejteket képzd, ivartalanul holoblasztikus, multilateralis
sarjadzéassal szaporodd 35 izolatumot valasztottuk ki tovabbi vizsgélatra, mint potencialis
Saccharomyces torzseket. A kivalasztott torzsek fenotipusos tulajdonsagai €s kromoszoma
mintazatuk egyarant alatamasztottdk, hogy mindegyikiikk a Saccharomyces nemzetségbe
tartozik. Vaughan-Martini és Martini (2011a) hatarozokulcsa alapjan valamennyi kivalasztott
torzs a S. cerevisiae-vel volt azonosithato, és kromoszoma mintazatuk is erre a fajra jellemzd.

A kromoszéma mintézat a borélesztd torzsek rendszertani azonositasara alkalmas egyszerii és
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megbizhaté modszer (Pretorius és van der Westhuizen, 1991), de a S. cerevisiae és a S.
paradoxus elkiilonitésére nem alkalmas (Tornai-Lehoczki és Dlauchy, 1996). Ez a két faj
azonban megbizhatdéan elkiilonithetd mannit asszimilacidjuk alapjan. Mig a S. paradoxus
asszimilalja a mannitot, addig a S. cerevisiae nem képes ezt a szénforrast hasznositani
(Vaughan-Martini és Martini, 2011a). Az 0Osszesen 49 torzs koziil mikromorfologiai
tulajdonsagaik alapjan kivalasztott 35 torzs valoban S. cerevisiae-nek bizonyult, amit késébb
D1/D2 régiojuk bazissorrendjének meghatarozasaval is megerdsitettiink, mig a maradék 14
torzs mikromorfoldgiai tulajdonsagai (aszkospora alak, a sporaképzést kozvetleniil megel6zo
konjugacio, kis sejtméret) alapjan kizarhato, hogy a Saccharomyces nemzetségbe tartoznak. A
modszer tehat nem teljesen mértékben szelektiv, az izolalt torzsek kozel 30%-a nem a
Saccharomyces nemzetséghez tartozott. Ennek ellenére hatékony, mivel a vizsgalt 9
sz6l6fajtahoz tartozo 18 minta koziil 16 mintabdl sikeriilt Saccharomyces-t izolalni (2.
tablazat). A két sz616 minta, amelyekr6l nem sikeriilt Saccharomyces torzseket izolalni, 23
nappal a sziiret elott keriilt begyiijtésre, ami 0sszhangban van a korabbi eredményekkel,
melyek szerint az éretlen sz6l6t kisebb élesztdgomba kozdsségek népesitik be, mint az érettet
(pl. Fleet és munkatarsai, 2002). Két mintarél (3-as és 17-es szdmu minta) csak egy
Saccharomyces torzset izolaltunk, mig a tobbirél 2-4 torzset. Az l-es szamu mintardl
szarmazo két Saccharomyces torzs k6zott sem fenotipusos, sem kromoszoéma mintazat, sem
D1/D2 bazissorend kiilonbséget nem sikeriilt kimutatni. A tobbi esetben az azonos mintarol
izolalt Saccharomyces torzsek kozott egyértelmii fenotipusos kiilonbséget talaltunk (2.
tablazat) és/vagy eltéré kariotipust detektaltunk (Péter és mtsai, 2011a). A korabban leirt
(Torok és mtsai, 1996; Martini és mtsai, 1996; Sniegowski és mtsai, 2002) moédszerektdl
eltéréen, etanol helyett a Saccharomycesek altal nem hasznosithaté metanol szaporodas gatld
hatasat hasznaltuk fel a nem-Saccharomycesek szaporodasanak a visszaszoritasara. Mig,
ellentétben az etanollal, a metanol koncentracié Saccharomycesek altali csokkentése nem
varhatd, a tapkozegben 1évo gliikkdzbol esetleg képzddd etanol ndvelheti a dusitd tapkozeg
szelektiv hatasat. Az elOkisérletekkel Osszhangban a dusitas utdn nem izolaltunk
Hanseniaspora/Kloeckera torzseket, viszont az izolatomok kb. 30%-a nem a Saccharomyces
nemzetségbe tartozott. Az irodalmi adatokkal Osszevetve az altalunk kidolgozott modszer
hatékonysaga feliilmalja az ,,0ndusitasos” izolalasi modszerek hatékonysagat. Martini és
mtsai (1996) szerint az ,,6ndusitasos” modszerrel nem sikeriilt Saccharomycest izolalni 3-4 kg

sz016rdl. Valero és mtsai (2007) pedig arrol szamoltak be, hogy az altaluk vizsgalt 106 sz616
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mintarol (minta nagysag kb. 2 kg) azok spontan erjesztése utdn izolalt tobb mint 2000

torzsnek tobb mint 70%-a nem volt Saccharomyces.

Az olivaolaj, mint uj élesztégomba élohely feltarasa

A hidegen sajtolt olivaolajrél csak nemrégiben deriilt ki, hogy szamottevo
mikroorganizmus kozosség ¢€lhelye, amelynek gyakran az élesztégombak a dominans
Osszetevoi (Ciafardini és Zullo, 20024, b). Az olivaolajban talalhato élesztdgombak elsédleges
forrdsa az olivabogyo, mert az olivabogydbdl szarmazo szilard részecskékkel és a vegetacios
viz mikrocseppekkel az élesztdgombdk is az olivaolajba vandorolnak annak eldéllitasa soran
Ciafardini és Zullo (2015). Az olivaolajok és azok iiledékei élesztégomba kdzOsségeinek
vizsgalatdban mi is részt vettiink, részben kiilfoldi partnerekkel egyiittmiikodve. Az irodalmi
adatokkal 0sszhangban megfigyeltiik, hogy az olivaolajban talalhato élesztégombak jelentds

része az olajban talalhato kis mennyiségii vizben koncentralodik (7. abra).

7. abra. Olivaolaj vizes fazisaban talalhaté mikroorganizmusok (sziiretlen, romlott extra sziiz
olivaolaj, Spanyolorszag). A méretvonal hossza 10 um.

A frissen sajtolt olivaolaj koriilbeliil 0,25% vegetacids vizet tartalmaz (Ciafardini és
mtsai, 2006a). A 7. dbra bal oldali panelén jol latszik, hogy a vizcsepp szamos
mikroorganizmus sejtet tartalmaz, mig az azt koriilvevo olajban egyetlen sejt sem figyelhetd
meg. A jobboldali panel pedig Ciafardini és Zullo (20024, b) azon allitasat tamasztja ala, hogy
az olivaolajok mikroba kozosségeinek gyakran az élesztdgombak a dominans Osszetevoi.
Mivel, elsdsorban a sziirt olivaolajokban, az élesztdgombak szama altalaban igen kicsi (< 1
sejt/ml), az olaj mintanak kozvetleniil a tdpagarra torténd szélesztésénél vagy az olajjal

atitatott sztirOpapirnak a taptalajra helyezésénél hatékonyabbnak bizonyult az altalunk
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kidolgozott uj mddszer (Péter és mtsai, 2017a), melynek sordn az élesztdgomba sejteket
centrifugaldssal az olajhoz adott steril vizbe juttattuk, mert ez a modszer lehetdvé tette a
membransziiréses ecljaras alkalmazasat is (8. abra jobb oldali panel). Nagy élesztégomba
sejtkoncentracio (elsdsorban sziiretlen €s romlott olivaolaj mintdk) esetén, a feliileti szélesztés
(8. dbra bal oldali panel) clbtt, sziikségessé valhat a minta higitasa is, ami sokkal
egyszerlibben kivitelezhetd az ¢lesztdgomba sejtek vizes fazisba juttatasa utan, csaktigy, mint

maga a sz¢lesztés.

8. abra. Elesztdgombak kitenyésztése olivaolajbol azok vizes fazisba juttatdsa utan

Az altalunk vizsgalt 83 olivaolaj és olivaolaj iiledék mintanak kb. a felébdl (41
mintabol) osszesen 95 élesztdgomba torzset izoldltunk. Az izolalt tdrzseket a rRNS-t kodold
gén nagy alegysége DI1/D2 szakaszanak nukleotid sorrendje alapjan azonositottuk,
amennyiben ez lehetséges volt (3. tabldzat). Szembetiind a Basidiomycota torzsbe tartozo
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¢lesztégombak csaknem teljes hianya, valamint a tudomany szamara korabban ismeretlen
fajok nagy el6forduldsi aranya az olivaolajokban ¢és azok iiledékeiben. A bazidiumos
¢lesztogombak egyes fold feletti novényi részek, ideértve azok termését is, élesztdgomba
kozosségéinek meghatarozd Osszetevoi. Mivel az olivaolajban taldlhatd ¢élesztdgombak
elsddleges forrasa maga az olivabogyo, amelyen bazidiomos élesztégombak jelenlétét is
kimutattak (Fakas és mtsai, 2010) a bazidiumos ¢élesztégombak jelenléte varhato lenne az
olivaolajban is. A bazidiumos ¢élesztégombak eléfordulasanak csaknem teljes hianyat
magyarazhatja, hogy az olivaolajban talalhatd, a mikrobdk Szaporodasat gatld egyszerii és
komplex fenolvegyiiletek (Juven és Henis, 1970; Fleming és mtsai, 1973; Gourama ¢és mtsai,
1989; Ciafardini és Zullo, 1998), vagy a hasonld tulajdonsaggal rendelkezd zsirsavak és
trigliceridek (Zullo és mtsai, 2010) szaporodast gatlo hatasara érzé¢kenyebbek lehetnek az
aszkuszos élesztogombaknal. Ez a hipotézis azonban Kkisérletes igazolast igényel. A
polifenolok mikroorganizmusokra gyakorolt szelektiv hatasarol szamoltak be Ciafardini és
mtsai (2017). Megfigyelték, hogy a Taggiasca extra sziiz olivaolaj eldallitdsa soran a
baktériumok nagy része elpusztult, és a 6 honapos taroldsi id6 alatt az (aszkuszos)
¢lesztdgombak tulélése is eltérd volt.

Az olivaolajbol a kozremiikddésiinkkel Gjonnan leirt élesztdgomba fajokat félkovér
karakter jeloli a 3. tabldzatban. Mivel a zsirbonto képességgel rendelkez6 mikroorganizmusok
kedvezétlen hatast gyakorolhatnak az olivaolaj mindségére az olivaolajbol és olivaolaj
iiledékbdl szarmazo Gjonnan leirt élesztdgombak esetében a lipolitikus aktivitast is vizsgaltuk,
amit ugyancsak feltiintettiink a tablazatban. A kozremiikodésiinkkel leirt és a 3. tdbldzatban
félkovér karakterrel kiemelt fajokon kiviil egy tovabbi 0j faj, a Yamadazyma terventina is
leirasra kertlt a kozelmultban olivaolajbol (Ciafardini és mtsai, 2013). Az aldbbiakban
roviden ismertetem a kozremiikodésiinkkel olivaolajbol és olivaolaj iiledékbdl leirt 1)
élesztégomba fajokat.

A Nakazawaea molendinolei-t Candida molendinolei néven irtuk le, mivel aszkospora
képzést nem sikeriilt megfigyelniink egyik vizsgalt térzsben €s a torzsek keverékében sem
(Cadez és mtsai, 2012). Késébb, 6sszhangban az 1 gomba = 1 név elvvel, Kurtzman és
Robnett (2014b) atsorolta a fajt a Nakazawaea nemzetségbe. A nemzetség jelenleg ismert 12
faja kozil egyediil a tipusfaj, a N. holstii, esetében dokumentaltak az aszkospora képzést, és
valamennyi természetbdl izolalt N. holstii térzs sporat nem képz6 haploid (Kurtzman, 2011a;

Kurtzman és Robnett, 2014b; Kaewwichian és Limtong, 2014). A N. molendinolei
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3. Tablazat. Az olivaolajbol és olivaolaj tiledékbdl izolalt €lesztégombak fajonkénti
megoszlasa (95 torzs)

Az 1zolalt torzsek

Faj .
Szama

Lipolitikus aktivitas

Nakazawaea molendinolei (Candida

molendinolei)! 21 )

N
o
1

Ogataea histrianica

[EEN
[EEN
+

Candida adriatica

Yamadazyma terventina

Myxozyma udenii

Kuraishia mediterranea

Groenwaldozyma auringiensis

Brettanomyces acidodurans

Lachancea fermentati

Candida railenensis

Zygotorulaspora mrakii

Ogataea kolombanensis

Nakazawaea wickerhamii

Candida boidinii

Pichia manshurica

Candida oleophila

RlRr|RrRrRrR|INMINMNN Do N~

Geotrichum sp.

Brettanomyces cf. acidodurans

Debaryomycetaceae sp. nov.

Taphrinomycotina sp. nov.

L
+

Tremella sp. nov.

1. A zarojelben megadott néven keriilt leirdsra

A kozremiikodésiinkkel leirt 1 fajokat, illetve a még leirasra varod 0j fajokat félkovér karakter
jeloli.

elhelyezkedését az ITS és D1/D2 régiok DNS bazissorrend elemzése alapjan készitett
filogenetikai torzsfan a 9. dbra szemlélteti. Az elemzésbe vont fajok korében a két
filogenetikai marker régi6é analizise alapjan a Nakazawaea nemzetség nagy statisztikai
megbizhatosdgi csoportot alkot (bootstrap érték 95%), amelyben az Ujonnan leirt N.
(Candida) molendinolei is elhelyezkedik. A faj leirasakor 8 torzset vizsgaltunk, amelyek

szliretlen extra szliz olivaolajbol (Olaszorszag), extra szliz olivaolajbol (Szlovénia,
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Horvatorszag), oliva vegetacios viz fenol koncentratumbdl (Olaszorszag) ¢és olajagat

tartalmazo romlott olivaolajbol (Izrael) szarmaztak (CadeZ és mtsai, 2012).

100 [ Nakazawaea anatomiae

Nakazawaea populi
73‘{ L Nakazawaea wickerhamii

Nakazawaea wyomingensis

Nakazawaea laoshanensis

Nakazawaea molendinolei

Nakazawaea pomicola

95 Nakazawaea ishiwadae

Nakazawaea ernobii
100" Nakazawaea holstii

Nakazawaea siamensis

Nakazawaea peltata

Pachysolen tannophilus

Debaryomyces hansenii var. hansenii

—
0.05

9. abra. A Nakazawaea molendinolei elhelyezkedése az ITS és a rRNS nagy alegységét
torzsfa a maximalis valdszinliség (Maximum Likelihood) moddszerével késziilt a ,,General
Time Reversible modellre” (Nei és Kumar, 2000) alapozva. A legnagyobb logaritmikus
valdszinliségli (log likelihood) torzsfa keriil bemutatasra. Azon torzsfak szdzalékban kifejezett
aranyat, amelyeken a tarsult taxonok egymdés mellet helyezkednek el, az agak mellett
feltiintetett  értékek  jelzik, amennyiben ez az ¢érték 50%-ndl nagyobb. Az
inszerciokat/deléciokat és hianyzo adatokat tartalmazd poziciok eltdvolitasra keriiltek. A
végs6 adatbazis 1050 poziciodt tartalmazott. A Debaryomyces hansenii var. hansenii szolgalt
kiilcsoportként (outgroup). A méretvonal az egy nukleotid pozicidéra esd szubsztiticiok
szamat jeloli.

A faj leirasat kovetéen tovabbi torzseket izolaltunk extra szliz olivaolajbol (kifogastalan
mindségli és romlott olajok, Portugalia, Spanyolorszag). A faj vizsgalt torzsei lipolitikus
aktivitast nem mutattak. A N. molendinolei olivaolaj minéségére gyakorolt hatasa még

feltarasra var, bar B-gliikkoziddz aktivitdsanak kdszonhetden szerepet jatszhat a friss olivaolaj

keserti izének mérséklésében (Ciafardini és Zullo, 2002a). Az olivaolaj keserii izét a benne
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talalhato oleuropein nevii gliikkozid adja, amely azonban kisebb alkotdira bomlasa utin mar
nem keserti (Montedoro és mtsai, 1993; Ciafardini és mtsai, 1994; Angerosa és mtsai, 1995;
Ciafardini és Zullo, 2002a, b), de kedvezé élettani hatdsat megérzi (Ciafardini és Zullo,
2015). A N. molendinolei és az alabbiakban bemutatasra keriilé C. adriatica, mas olivaolajbol
izolalt ¢lesztogombakkal egylitt tobb, taplalkozasi szempontbdl figyelemre mélto
tulajdonsaggal is rendelkeznek. Mindkét faj vizsgalt torzsei jelentds mennyiségli tobbszordsen
telitetlen zsirsavat termelnek, amelyeknek kedvezd egészségligyi hatast tulajdonitanak és a
koleszterin lebontasara is képesek (Zullo és Ciafardini, 2019).

A Candida adriatica a filogenetikai elemzések alapjan a Cyberlindnera-klad tagja (10.
és 11. dbra; Cadez és mtsai, 2012, 1. dbra).
elemzésén alapul, valamennyi, e fejezet irasakor ismert Cyberlindnera fajt és szamos, a
Cyberlindnera-kladba tartoz6 Candida fajt magaban foglal, mig az ITS és D1/D2 régiok
elemzését tiikkroz6 11. dbran néhany faj (Cyberlindnera culbertsonii, Cyb. euphorbiiphila,
Cyb. rhodanensis) nem szerepel a fentiek koziil, mivel ezeknek a fajoknak az ITS régi6 DNS
bazissorrendjei nyilvanos adatbdzisokban nem voltak hozzaférhetéek a filogenetikai elemzés
elvégzésekor. A C. adriatica mind a D1/D2 régio elemzése alapjan (10. dbra) mind az ITS és
a D1/D2 régiok elemzésére alapjan készitett torzsfan (11. dbra) az ugyancsak ndvényi
eredeti, korhadt far6l izolalt, C. hungchunana-val (Chang és mtsai, 2012) alkot ko6zos
csoportot 86%-os statisztikai megbizhatosaggal. Az elemzésbe vont Cyberlindnera és
Candida fajok, a bazalis elagazast képz6 Cyb. maclurae kivételével egy nagy statisztikai
megbizhatdsagu csoportot alkotnak (a bootstrap érték a D1/D2 illetve az ITS-D1/D2 t6rzsfan
sorrendben 97% és 79%). A Cade? és mtsai (2012) altal kozolt multigén [a rRNS Kkis
alegységét kodold gén, a rRNS nagy alegységét kodold gén D1/D2 doménje és a transzlacios
elongacios faktor-1a (EF-1a) gén] DNS bazissorrend analizisen alapul6 filogenetikai torzsfan
joval kevesebb faj szerepel. A multigén analizis eredményeként a C. adriatica a
Cyberlindnera-klad azon szubkladjaba tartozik (bootstrap érték 83%), amely a nemzetség
tipusfajat (Cyb. americana) is magaba foglalja (Cadez és mtsai, 2012, 1. abra). A C. adriatica
leirasakor végzett filogenetikai analizisben a C. hungchunana még nem szerepelt. Aszkospora
képzést sem a C. adriatica egyes torzseiben, sem a vizsgalt torzsek keverékében nem sikertilt
megfigyelniink (CadeZ és mtsai, 2012). Szamos Cyberlindnera faj, koztik a nemzetség
tipusfaja is heterotallikus (Kurtzman, 2011b). Annak ellenére, hogy a C. adriaticanak a

Cyberlindnera-kladba vald beagyazottsaga statisztikailag kelléen alatimasztott, atsorolasa a
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Cyberlindnera nemzetségbe egyelére nem tortént meg. A faj leirasakor 5 torzset vizsgaltunk,
amelyek extra szliz olivaolajbdl és sziiretlen extra sziiz olivaolajbdl (Olaszorszag), romlott
szliz olivaolajbol (Horvatorszag) és extra szliz olivaolaj iiledékbol (Szlovénia) szarmaztak.
Mind az 5 torzs lipolitikus aktivitassal rendelkezett (Cadez és mtsai, 2012). A C. adriatica,
zsirbontd képességét a 12. abra szemlélteti.

A Marquina és mtsai (1992) mddszerével végzett teszt soran az olivaolajat tartalmazé
taptalajra oltott élesztégombak inkubalasa utan a taptalajt telitett rézszulfat oldattal arasztjuk
el. A lipaz aktivitds eredményeként keletkezé szabad zsirsavak a rézzel kék szinli st
alkotnak. Mivel a lipaz a trigliceridek hidrolizisén keresztiil az olivaolaj savtartalmanak
novekedését idézi elé (Frega és mtsai, 1999), feltételezhetd volt, hogy a C. adriatica
kedvezétlen hatassal van az olivaolaj mindségére. Ezt olivaolaj C. adriatica torzzsel torténd
inokulélasa segitségével Zullo és mtsai (2013), valamint Ciafardini és Zullo (2015) kisérleti
uton is igazoltak. Vizsgalataik szerint a C. adriatica a tarolas soran eléidézheti az olivaolaj
,»iszapos liledék” nevli mindségi hibajat valamint avasodasat is. A Candiada adriatica leirasa
Ota tobb tovabbi torzset izolaltunk extra sziiz olivaolajbol (kifogastalan mindségli és romlott
olajok, Portugalia, Spanyolorszag). Ciafardini és Zullo (2018) attekintd publikacidja szerint a
C. adriatica és a N. molendinolei az olivaolajbdl leggyakrabban izolalt két élesztégomba faj.
Vizsgalataink soran a C. adriatica és a N. molendinolei szintén a leggyakrabban izolalt fajok
koz¢ tartozott (3. tablazat), de az alabbiakban targyalt O. histrianica-t gyakrabban izolaltuk,
mint a C. adriatica-t.

Mivel a metanol a ndvények pektin anyagcseréjének a mellékterméke (Fall és Benson,
1996), a metanol-asszimilald élesztégombak jelenléte a novényi eredetii élelmiszerekben is
varhato. Nincs ez masképp az olivabogyobol sajtolt olivaolaj esetében sem, az olivabogyo
nagy pektin tartalma (Jiménez és mtsai, 1994) miatt. Olivaolajbol és olivaolaj iiledékbdl
rendszeresen izolaltunk metanol hasznositasara képes élesztégombakat (3. tdblazat) dusitas
alkalmazasa nélkiil is. Figyelemre mélté két koradbban leiratlan metanol-asszimilalo
¢lesztégomba (O. histrianica, Ku. mediterranea) gyakori el6fordulasa. A szamos éléhelyen
kozonséges C. boidinii-t leszamitva csak 0j fajokat képviseld metilotrof torzseket izolaltunk

olivaolajbdl és olivaolaj iiledékbdl.
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97

Candida mycetangii
Cyberlindnera wuzhiensis

59 1~ Candida nakhonratchasimensis
Candida maritima
Cyberlindnera americana
Cyberlindnera bimundalis
Cyberlindnera fabianii

Cyberlindnera veronae

93
;_{ Candida pattaniensis
95 Cyberlindnera xishuangbannaensis
Cyberlindnera amylophila
Cyberlindneramississippiensis
Candida stauntonica

Candida easanensis
Cyberlindnera japonica
Cyberlindnera xylosilytica
Candida maesa
Candida adriatica
Candida hungchunana
Candida taoyuanica
3 Cyberlindnera euphorbiae
Cyberlindnera meyerae
Cyberlindnera subsufficiens
Candida vartiovaarae
Candida takata
Cyberlindnera mrakii

P Cyberlindnera suaveolens
A

86

(@.9)

8 ¢ Cvberlindnera saturnus
h& " | Cyberlindnera sargentensis

Cyberlindnera tropicalis
Cyberlindnera mengyuniae
Cyberlindnera samutprakarnensis
Cyberlindnera galapagoensis

— Cyberlindnera euphorbiiphila
94 Cyberlindnera misumaiensis

Cyberlindnera culbertsonii
Cyberlindnera lachancei

Cyberlindnera xylebori

ﬁ|: Cyberlindnera rhodanensis
Cyberlindnera rhizosphaerae

Cyberlindnera jadinii

Cyberlindnera petersonii
’7 Cyberlindnera maclurae

Barnettozyma vustinii

—
0.05

10. abra. A Candida adriatica elhelyezkedése a rRNS nagy alegységét kodolo gén D1/D2

crer
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maximalis valoszinliség (Maximum Likelihood) modszerével késziilt a ,,Kimura 2-parameter
modellre” (Kimura, 1980) alapozva. A legnagyobb logaritmikus valoszintiségii (log
likelihood) torzsfa keriil bemutatdsra. Azon torzsfak szazalékban Kkifejezett aranyat,
amelyeken a tarsult taxonok egymdas mellet helyezkednek el, az agak mellett feltiintetett
értekek jelzik, amennyiben ez az érték 50%-ndl nagyobb. Az inszercidkat/delécidkat és
hianyz6 adatokat tartalmazé poziciok eltavolitasra keriiltek. A végso adatbazis 486 poziciot
tartalmazott. A Barnettozyma vustinii szolgalt kiilcsoportként (outgroup). A méretvonal az
egy nukleotid pozicidra esO szubsztituciok szamat jeloli.
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66 ™ Candida maritima

59 Candida mycetangii
\ Candida nakhonratchasimensis

Cyberlindnera americana
Cyberlindnera bimundalis
Cyberlindnera fabianii
99 Cyberlindnera veronae

\\ Candida pattaniensis
99\‘—[Cyberlindnera xishuangbannaensis

Cyberlindneraamylophila
Cyberlindneramississippiensis
\ Candida easanensis

\~ Cyberlindnera japonica
Candida maesa

| = Cyberlindnera xylosilytica
71 - Cyberlindnera wuzhiensis

63

N Candida stauntonica

94 Candida taoyuanica

Candida adriatica

86 Candida hungchunana
{Cyberlindnera euphorbiae

92 Cyberlindnera meyerae

Cyberlindnera mengyuniae
EE Cyberlindnera samutprakarnensis
Cyberlindnera tropicalis
s Candida takata
Candida vartiovaarae
65| r Cyberlindnera subsufficiens
og || Cyberlindnera sargentensis
og[ Cyberlindnera mrakii

Cyberlindnera saturnus
Cyberlindnera suaveolens

64]

N

—— Cyberlindnera lachancei
Cyberlindnera misumaiensis

Cyberlindnera galapagoensis

Cyberlindnera xylebori

Cyberlindnera rhizosphaerae

Cyberlindnera petersonii
Cyberlindnera jadinii
Cyberlindnera maclurae

79

Barnettozyma vustinii
—

0.05

11. abra. A Candida adriatica elhelyezkedése az ITS és a rRNS nagy alegységét kodolo gén
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maximalis valoszinliség (Maximum Likelihood) modszerével késziilt a Tamura-Nei modellre
(Tamura és Nei, 1993) alapozva. A legnagyobb logaritmikus valoszintiségii (log likelihood)
torzsfa keriil bemutatasra. Azon torzsfak szazalékban kifejezett aranyat, amelyeken a tarsult
taxonok egymas mellet helyezkednek el, az 4gak mellett feltiintetett értékek jelzik,
amennyiben ez az érték 50%-nal nagyobb. Az inszercidkat/deléciokat és hianyzé adatokat
tartalmazd poziciok eltavolitasra keriiltek. A végsd adatbazis 789 pozicidt tartalmazott. A
Barnettozyma vustinii szolgalt kiilcsoportként (outgroup). A méretvonal az egy nukleotid
pozicidra es6 szubsztitliciok szamat jeloli.

Candida adriatica Yamadazyma terventina

Brettanomyces acidodurans

12. dabra. Néhany olivaolajbdl izolalt élesztégomba torzs zsirbontd képessége. A zsirbontod
képességet kék szin jelzi.

Az olivaolajbol nemrégiben leirt 4j metilotrof fajok az Ogataea (O. histrianica, O.
kolombanensis) és a Kuraishia (Ku. mediterranea) nemzetségekhez tartoznak. A rRNS-t
dbra) az O. kolombanensis és az O. histrianica az O. deakii-val és az O. phyllophila-val alkot
egy kladot, amely a nemzetség tipusfaja, az O. minuta, kozelében helyezkedik el, azonban
sem maga a klad, sem annak az O. minuta kozelében vald elhelyezkedése nem rendelkezik
szamottevo statisztikai megbizhatosaggal. Az O. histrianica leirasakor ismert 6 torzs kozil 5
Szlovénidban gyljtott olivaolaj iiledékekbdl, egy pedig szliretlen extra sziiz olivaolajbol
(Olaszorszag) keriilt izolalasra, mig az O. kolombanensis 2 ismert torzse szlovén olivaolaj

iiledékekbdl szarmazott (Cadez és mtsai, 2013).
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Candida xyloterini
Ogataea paradorogensis
Ogataea dorogensis
Ogataea allantospora
Ogataea chonburiensis
Ogataea kodamae
Ogataea mangiferae

Candida chumphonensis

4[—Ogataea nakhonphanomensis
I 99 L Ogataea thermomethanolica
73— Ogataea minuta
{Ogataea nonfermentans
Ogataea phyllophila
Ogataea histrianica

Ogataea deakii
Ogataea kolombanensis

Candida succiphila

] I: Ogataea philodendri
99 '— Ogataea uvarum

Ogataea siamensis
Ogataea polymorpha
90 Ogataea haglerorum
57— Ogataea angusta
Ogataea parapolymorpha
Candida maris
Ogataea trehaloabstinens
Ogataea wickerhamii
Ogataea kanchanaburiensis
Ogataea populialbae
Candida mattranensis
99 — Candida ortonii
Ogataea falcaomoraisii
Candida nemodendra
Candida krabiensis
Ogataea corticis
Ogataea zsoltii
Ogataea saltuana
Ogataea glucozyma
Ogataea ganodermae
Ogataea neopini
Ogataea henricii
67 Ogataea pini

98 — Candida rishirensis
— 1 Ogataea pignaliae

83 —Candida ovalis
6§|:|; Ogataea paraovalis
98 Candida sithepensis

— | — _Candida arabinofermentans
Candida boidinii
Ogataea nitratoaversa
1 &Ogamea pilisensis
Candida piceae
L Candida sonorensis
Ogataea salicorniae
Ogataea trehalophila
69 0 s
gataea cecidiorum

>9 Ogataea degrootiae
53— Ogataea methanolica

Ogataea naganishii
‘{ Candida methanosorbosa
Candida pini

Ambrosiozyma monospora

4‘\ Ogataea methylivora
—— Ogataea neixiangensis

73 Candida nitratophila
86 Ogataea ramenticola

Candida suzukii
Candida nanaspora

Ogataea wangdongensis
Saccharomyces cerevisiae

A

crer

bazissorrend elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfan. A torzsfa a neighbor-joining moédszerrel (Saitou és Nei, 1987) késziilt. Az
optimalis torzsfa keriil bemutatasra. Azon torzsfak szazalékban kifejezett aranyat, amelyeken a tarsult taxonok egymas mellet helyezkednek el,
az agak mellett feltiintetett értékek jelzik, amennyiben ez az érték 50%-nal nagyobb. Az inszercidkat/deléciokat és hianyz6 adatokat tartalmazé
poziciok eltavolitasra keriiltek. A végs6 adatbazis 503 poziciot tartalmazott. A Saccharomyces cerevisiae szolgalt kiilcsoportként (outgroup). A
méretvonal az egy nukleotid poziciora esd szubsztiticiok szamat jeloli.
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A két faj leirasa Ota szamos tovabbi O. histrianica torzset izolaltunk Szlovéniabol
szarmazo olivaolaj liledékekbdl és kiillonbozo foldrajzi eredetli olivaolajokbol, amelyek kozott
néhany romlott is volt. A csoport két tovabbi faja is ndvényi szubsztratumokrol ismert. Az O.
deakii egyetlen ismert torzsét barnakorhadt faanyagrol (Fagus sylvatica, Pilis hegység)
izolaltuk, mig az O. phyllophila tipustorzse és két tovabbi paratipus torzse azonositatlan fa
levelérdl szarmazik Thaifoldrél (Koowadjanakul és mtsai, 2011). Az O. deakii-t Deak Tibor
tiszteletére neveztiik el, aki jelentds mértékben jarult hozza az élesztégombak ¢lelmiszerekben
betoltott szerepének a feltarasahoz. Lipolitikus aktivitast sem az O. histrianica, sem az O.
kolombanensis vizsgalt torzsei nem mutattak. Az olivaolaj minéségére gyakorolt esetleges
hatas mindkét faj esetén még feltarasra var. B-gliikoziddz aktivitdsuknak koszonhetden
szerepet jatszhatnak az friss olivaolaj keseri izének mérséklésében (Ciafardini és Zullo,
2002a).

A nemrégiben leirt Kuraishia mediterranea a nemzetség tipusfajaval, a Ku. capsulata-
val, valamint a Ku. molischiana-val és a C. borneonana-ként leirt (Sipiczki, 2012), Ku.
borneana-val egy kozponti csoportot (100% bootstrap érték) alkot a nemzetségen beliil. Az
ITS és D1/D2 régiok elemzésén alapuld torzsfan az elemzésbe vont fajok korében a Kuraishia
nemzetségnek is 100%-os a statisztikai megbizhatosaga (14. abra). A fent emlitett kozponti
csoport magaba foglalja a nemzetség jelenleg ismert valamennyi aszkospoéra képz6 fajat (Ku.
capsulata, Ku. molischiana és Ku. mediterranea). A Ku. mediterranea a nemzetség
tipusfajahoz és a Ku. molischianahoz hasonldan béséges tokanyagot termel (15. dbra), és
heterogam, ritkdbban izogdm konjugacidt kovetden 2 konnyen kiszabaduld kalap alaka
aszkosporat képez.

Mig a Ku. mediterranea a Ku. borneana-t6l szamos szén- és nitrogénforras
asszimilaciojanak képességben kiilonbozik, a standard fenotipusos bélyegek skalajan
minddssze a gliikozamin nitrogénforrasként torténd hasznositasanak képességében tér el a Ku.
capsulata-t6l és a Ku. molischiana-tol. Mig utobbi két faj képes a glilkozamint nitrogén
forrasként hasznositani, a Ku. mediterranea nem rendelkezik ezzel a tulajdonsaggal (Cadez és
mtsai, 2017). A faj leirasakor vizsgalt hat torzs koziil kettd szlovén olivaolaj tiledékbdl
szarmazott, mig négy térzs romlott portugal olivaolaj mintakbdl. A faj olivaolajban betdltott
szerepe egyelore ismeretlen. Ahogy fent emlitésre keriilt, B-gliikoziddz aktivitdsanak
koszonhetéen a K. mediterranea is betdlthet pozitiv szerepet az olivaolaj organoleptikus
tulajdonsagainak alakitasaban. Lipolitikus aktivitast egyik torzs esetében sem tapasztaltunk.

Egyelére az sem ismert, hogy a Ku. mediterranea torzsek gyakorolhatnak-e negativ hatast az
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olivaolaj mindségére, viszont mind a négy portugél olivaolaj romlott volt, amelybdl a Ku.

mediterranea paratipus torzsek szarmaztak (Cadez és mtsai, 2017).

82— Kuraishia capsulata
7_{5 FKumishia molischiana

100 Kuraishia borneana

78

Kuraishia mediterranea

—— Kuraishia cidri
Kuraishia hungarica

100| "97} Kuraishia ogatae

64! Kuraishia piskuri

Kuraishia floccosa

Citeromyces matritensis

Saccharomyces cerevisiae

—
0.2

14. abra. A Kuraishia nemzetség rokonsagi viszonyai az ITS és a rRNS nagy alegységét
valészinliség (Maximum Likelihood) moddszerével késziilt a Hasegawa-Kishino-Yano
modellre (Hasegawa és mtsai, 1985) alapozva. A legnagyobb logaritmikus valdszintiségli (log
likelihood) torzsfa keriil bemutatdsra. Azon torzsfdk szazalékban kifejezett aranyat,
amelyeken a tarsult taxonok egymas mellet helyezkednek el, az dgak mellett feltiintetett
értekek jelzik, amennyiben ez az érték 50%-ndl nagyobb. Az inszercidkat/delécidkat és
hidnyz6 adatokat tartalmazo6 poziciok eltavolitasra keriiltek. A végsé adatbazis 946 poziciot
tartalmazott. A Saccharomyces cerevisiae és a Citeromyces matritensis szolgalt
kiilcsoportként (outgroup). A méretvonal az egy nukleotid poziciora esé szubsztitiiciok
szamat jeloli.

15. ébra. A Kuraishia mediterranea (ZIM 2473") tokanyag képzése. 5%-os malata kivonat
agar, 25°C, 3 nap. Tussal készitett preparatum. A tokanyag a sejtek koriili vilagos udvarként
figyelheté meg. Léptékvonal 10 pm.
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A fent emlitetteknél joval ritkdbban izolaltuk egy korabban ismeretlen Brettanomyces
faj képviseldit. A faj leirdsakor (Péter és mtsai, 2017a) mindossze két torzs allt a
rendelkezésiinkre. Ezek egyikét Izraelbdl szarmazo6, oliva 4agat tartalmazo, romlott
olivaolajbdl izolaltuk 2003-ban, majd szamos sikertelen probalkozas utan, tobb mint 10 évvel
késObb egy tovabbi torzset izolaltunk egy Spanyolorszagbdl szarmazé extra sziiz olivaolajbol.
Utobbi torzs izolalasara az anyagok és modszerek fejezetben leirt, altalunk kidolgozott
modszer (Péter és mitsai, 2017a) alkalmazasat kovetéen keriilt sor, melynek soran
centrifugdlas  segitségével vizes fazisba juttattuk az  olivaolajban talalhatod
mikroorganizmusokat. A két, a minta szarmazasanak foldrajzi elhelyezkedést tekintve
meglehetdsen eltérd eredeti, kiillonbozo iddpontban izolalt torzs rRNS gén nagy alegysége
D1/D2 doménjének bazissorrendjei, néhany nehezen azonosithaté nukleotid bazist leszamitva,
gyakorlatilag azonosnak bizonyultak. Radikalisan eltértek azonban minden a GenBank
adatbazisaban megtaldlhatd6 DNS bazissorrendtdl. A GenBank adatbazisdban talalhatd
szekvenciakkal vald Gsszevetés soran még a kevésbé szigort BLASTN algoritmus is csak az
uj faj D1/D2 szekvencidjanak egy részét (mintegy 70%-at) volt képes Osszehasonlitani az
adatbazisban taldlhatd szekvencidkkal, a bazissorrendekben fellelhetd kiilonbségek mértéke
miatt. A legkozelebbi talalat a Brettanomyces naardenensis tipustorzse volt, amitdl azonban a
CLUSTAL X (Thompson ¢s mtsai, 1997) programmal tortént 6sszehasonlitas alapjan 126
szubsztiticioval (22%) és 30 inszercioval/delécioval (5%) tért el az ) faj szekvencidja. A
az 0j faj helyét Brettanomyces/Dekkera kladban jelolte ki (16. dabra) nagy statisztikai
valosziniiséggel (bootstrap érték 98%), egy szokatlanul hosszl elagazas végén. A transzlacios
elongaciés faktor 1-a (EF-la) gén szekvencia elemzés szintén a Brettanomyces/Dekkera
kladba helyezi az 0j fajt, de joval kisebb statisztikai alatdmasztottsdggal, mig a rRNS gén kis
alegységének elemzése alapjan kapott torzsfan a Brettanomyces/Dekkera kladon kiviil
helyezkedik el (Péter és mtsai, 2017a, 2. kiegészité dabra). A rRNS gén kis és nagy
alegységéinek valamint az EF-1a gén 0sszeflizott szekvencidinak elemzése azonban szintén a
Brettanomyces/Dekkera nemzetségekben jeloli ki az uj faj helyét 100%-0s statisztikai

valoszintséggel (Péter és mtsai, 20173, 1. abra).
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Ogataea angusta

70
57

Ogataea glucozyma

Ogataea minuta

Ogataea methanolica
-Ambrosiozyma monospora
Candida boidinii

Kuraishia capsulata
Citeromyces matritensis
Pachysolen tannophilus

Nakazawaea holstii
76 'Peterozyma toletana

Kregervanrija fluxuum

92— Martiniozyma abiesophila

93 L Saturnispora dispora

— Pichia membranifaciens

Allodekkera sacchari

77 Brettanomyces naardenensis
Sﬁr ——— Brettanomyces nanus

Brettanomyces acidodurans

98 ———— Brettanomyces custersianus
90 Dekkera anomala
99— Dekkera bruxellensis

Schizosaccharomyces pombe

—A
0.05

16. abra. A Brettanomyces acidodurans elhelyezkedése a filogenetikai torzsfan a rRNS nagy
maximalis valoszinliség (Maximum Likelihood) modszerével késziilt a Tamura-Nei modellre
(Tamura és Nei, 1993) alapozva. A legnagyobb logaritmikus valosziniségii (log likelihood)
torzsfa keriil bemutatasra. Azon torzsfak szdzalékban kifejezett ardnyat, amelyeken a tarsult
taxonok egymds mellet helyezkednek el, az 4gak mellett feltiintetett értékek jelzik,
amennyiben ez az érték 50%-ndl nagyobb. Az inszercidkat/delécidkat és hidnyzd adatokat
tartalmazo pozicidk eltavolitasra keriiltek. A végsd adatbazis 449 poziciot tartalmazott. A
Schizosaccharomyces pombe szolgalt kijelolt kiilcsoportként (outgroup). A 1éptékvonal az egy
nukleotid poziciora esd szubsztiticiok szamat jeloli.

Az Uj faj mindkét vizsgalt torzse, hasonloan az eddig ismert Brettanomyces és Dekkera
fajokhoz nagy mennyiségii ecetsavat termel (17. dbra). Figyelemre méltd, hogy az erds
ecetsavtermelés ellenére ezek a torzsek, eltéréen az ismert Brettanomyces és Dekkera fajoktol,

nem rovid életiiek, a taptalajhoz adott kalcium-karbonat nélkiil is hosszt ideig fenntarthatoak
76



dc_1731_20

ferdeagar tenyészet formdjaban, akar szobahdmérsékleten is. Aszkospora képzést sem az

egyes torzsekben, sem a két torzs keverékében nem sikeriilt megfigyelniink.

17. abra. A Brettanomyces acidodurans tipustorzsének (NCAIM Y. 021787) ecetsav termelése
(Custers’ agar, 25 °C, 14 nap)

A szokatlanul nagy DNS szekvencia kiilonbségek miatt felmeriilt egy 1j nemzetség
bevezetésének lehetdsége is. Mivel azonban a rRNS nagy alegységét kodold gén D1/D2
statisztikai valoszintiséggel a Brettanomyces/Dekkera kladba helyezte az 10j fajt, amely
rendelkezik a Brettanomyces és Dekkera fajokra jellemz6 sziinapomorf tulajdonsaggal, az
ecetsavtermelés képességével is, a két nemzetség egyikébe valdo besorolasa mellett
dontottiink. A Melbourne Kod (McNeill és mtsai, 2012) nem teszi lehetévé kiilonb6z6 nevek
hasznélatat egyazon pleomorf gomba anamorf és teleomorf alakjai esetében, ezért
sziikségszertivé valik a jol koriilhatarolt filogenetikai csoportot alkotd Brettanomyces és
Dekkera nemzetségek Osszevonasa. A Melbourne Kod azonban mar nem irja elé, hogy a
holomorf az ivaros forma nevét viselje. Mivel valoszinii, hogy a sokkal elterjedtebben
hasznalt Brettanomyces nevet fogjak elonyben részesiteni a Dekkera-val szemben (Steensels
¢s mtsai, 2015; Kurtzman, személyes kommunikacio, 2017), az 0j fajt Brettanomyces-ként
irtuk le. A torzsek savtiré képességére utalva a Brettanomyces acidodurans nevet
valasztottuk. A faj leirasa ota két, a B. acidodurans torzsekhez mind fenotipusos

tulajdonsagaikat, mind D1/D2 DNS szekvenciajukat tekintve nagyon hasonld torzset
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izolaltunk egy Spanyolorszagbol szarmazo romlott extra szliz olivaolajbol, amelyeknek ITS
szekvenciaja azonban az azonos fajon belill megszokottnal nagyobb mértékben (> 2%
faji besorolasat tovabbi génszakaszok DNS bazissorrendjeinek Gsszehasonlitdsa segitségével
kivanjuk meghatarozni. Lipolitikus aktivitast egyik vizsgalt B. acidodurans torzs esetében
sem tapasztaltunk. A B. acidodurans erds ecetsavtermeld képessége miatt viszont szerepet
jatszhat az olivaolaj boros-ecetes iz mindségi hibdjanak kialakuldasdban (Péter és mtsai,
2017a), amelyet eddig kizarolag az ecetsav baktériumok tevékenységének tulajdonitottak
(Angerosa ¢és mtsai, 1996; Cayuela és mtsai, 2015).

Az olivaolaj és olivaolaj liledék mintakbdl szdrmazo, mar leirt és a fentiekben réviden
bemutatott 0j fajokon kivill tovabbi harom 0j fajhoz tartozo torzseket izolaltunk, amelyek
leirasara egyelére még nem kertilt sor.

A harom leiratlan faj koziil az elsd, olivaolaj tiledékbdl szarmazo, a tudoméany szamara
ismeretlen fajt reprezentald torzs (A311/1) egy szlovén olivaolaj {iledék mintabol szarmazik
¢s a Debaryomycetaceae csaladba tartozik. Az A311/1 jeli torzs rRNS gén nagy alegysége
2471 jeli torzs megfeleld DNS szakaszainak a bazissorrendjével. A ZIM 2471 jelt torzset a
szlovén kollégaink ugyanabbdl a mintabol izolaltdk, amelybdl az A311/1 jeld torzs is
szarmazik, tehat valoszint, hogy a ZIM 2471 és az A311/1 torzsek azonosak. A ZIM 2471
jeli torzs D1/D2 szekvencidja deponalasra keriilt a GenBank-ban, ahol a HE799685
azonositot kapta. A GenBank-ban talalhato DNS szekvenciak koziil egy leiratlan ,,Pichia
dianae” torzs D1/D2 szekvencidja all a legkozelebb hozza. A rRNS nagy alegységét kodold
bemutatasra) az A311/1 jeli térzs a Schwanniomyces etchellsii-vel és a ,,Pichia dianae”-vel
alkot egy szamottevy statisztikai megbizhatosaggal nem rendelkezé kis kladot. A Schw.
etchellsii a rRNS kis alegységét kodolo gén és a rRNS nagy alegységét kodold gén D1/D2
elhelyezkedése nem rendelkezik jelentds statisztikai megbizhatosaggal, a nemzetségbe vald
besorolasa ideiglenes, 0ij fajok leirasa esetén valtozhat (Kurtzman és Suzuki, 2010). Az
A311/1 jelit torzs a Schwanniomyces etchellsii-vel és a ,,Pichia dianae”-vel alkotott
bazissorrend elemzés fogja kijellni. Az A311/1 jelii torzs erdés alhifa képzé és intenziven

sporuldl. Alhifdhoz kapcsolédd aszkuszaiban tobbnyire két konnyen kiszabaduld kalap alakt
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spora képzddik (18. dbra). Erés zsirbonto képességgel rendelkezik, ezért az olivaolajban vald

ritka eléfordulasa ellenére valdszinti, hogy annak mindségére negativ hatast gyakorol.

18. abra. Az A311/1 jelli torzs sporulald tenyészete (kukoricaliszt agar, 25 °C, 14 nap). A
méretvonal hossza 10 pm.

Egy tovabbi uj faj egyetlen torzsét (NCAIM Y.02187; D1/D2 domén DNS szekvencia
GenBank azonositdo MG250349) izolaltuk spanyol olivaolajbdl. A térzs D1/D2 régidjanak
DNS béazissorrendje valamennyi, a GenBank adatbazisdban taldlhaté DNS szekvenciatol
jelentdsen mértékben kiilonbozik. A fejezet irasakor a legkdzelebbi talalatok sem haladtak
meg a 88%-0s, ha a keresésbdl a nem tenyésztett mikroorganizmusokbol és a kornyezeti
mintakbol szarmazé DNS szekvencidkat kizarjuk, akkor a 86%-os hasonlosagot. A rRNS
a Taprinomycotina altérzsben a Schizosaccharomyces nemzetség szomszédsagaban jeldli ki,
az elemzésbe vont taxonoktol fliggéen valtozd, de minden esetben 50%-ot meghaladd
statisztikai megbizhatosaggal (19. dbra). A 19. dbran példaként bemutatott filogenetikai
torzsfan, és a mas fajokat magaba foglalo D1/D2 szekvencia elemzések alapjan generalt
filogenetikai torzsfakon sem alkot monofiletikus csoportot a Taphrinomycotina altérzs. A
Taphrinomycotina altérzs még a Kurtzman és Robnett (2013) altal, 70 Ascomycota
¢lesztégomba nemzetség tipusfajainak bevonasaval elvégzett multigén [rRNS gén kis és nagy
alegység, EF-1a, RNS polimeraz II gén 1-es (RPB 1) és 2-es (RPB 2) alegység] analizis
eredményeként megalkotott torzsfan sem képez monofiletikus csoportot. Monofiletikus
csoportként kiiloniil viszont el a Taphrinomycotina altorzs a filogenomikai elemzésekben (Liu

¢s mtsai, 2009; Riley és mtsai, 2016).
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19. abra. Az NCAIM Y.02187 torzs elhelyezkedése a rRNS nagy alegységét kodolo gén
maximalis valoszinliség (Maximum Likelihood) modszerével késziilt a Tamura-Nei modellre
(Tamura és Nei, 1993) alapozva. A legnagyobb logaritmikus valosziniségii (log likelihood)
torzsfa keriil bemutatasra. Azon torzsfak szazalékban kifejezett ardnyat, amelyeken a tarsult
taxonok egymds mellet helyezkednek el, az 4gak mellett feltlintetett értékek jelzik,
amennyiben ez az érték 50%-nal nagyobb. Az inszerciokat/deléciokat és hianyzo adatokat
tartalmaz6 pozicidk eltavolitasra keriiltek. A végsé adatbazis 451 poziciot tartalmazott. A
Filobasidiella neoformans szolgalt kijeldlt kiilcsoportként (outgroup). A 1éptékvonal az egy
nukleotid pozicidra esd szubsztitiiciok szamat jeloli.
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Annak ellenére, hogy ivartalanul sarjadzéssal szaporodik, az NCAIM Y.02187 jeli torzs
semmilyen altalunk alkalmazott taxon szelekcido mellett nem alkotott a Taphrinomycotina
altorzs sarjadz6 élesztégombait magaba foglald nemzetségeivel (Protomyces, Saitoella,
Taphrina) kozos csoportot. A rRNS kis alegységét kodolo gén DNS szekvenciajanak
elemzése alapjan készitett térzsfan (nem keriil bemutatasra) is a Schizosaccharomyces-szel
alkot k6z0s kladot a torzs. Valdszintileg egy eddig teljesen ismeretlen, 01j leszarmazasi vonalat
képvisel a Taphrinomycotina altorzson beliil. Az NCAIM Y.02187 jeli torzs filogenetikai
meghatarozni. A torzs fenotipusos tulajdonsagai (enteroblasztikus sarjadzas, ureaz aktivitassal
¢s negativ Diazonium-blue B reakcidval tarsulva) Osszhangban vannak az eldzetes
filogenetikai elemzések alapjan a Taphrinomycotina altorzsbe tortént besorolassal.
Erdfeszitéseink ellenére, az NCAIM Y.02187 jelii torzs altal képviselt 0j faj tovabbi torzseit
egyeldre nem sikeriilt izolalnunk. Mivel az 0j faj rendkiviil ritkdn fordul eld olivaolajban és
annak tiledékében, és az egyetlen eddig ismert torzse zsirbontd képességgel nem rendelkezik,
mind az elsédleges él6helye, mind az olivaolaj mindségére esetlegesen gyakorolt hatasa
ismeretlen.

Szlovén olivaolaj liledékbol szarmazik egy eddig leiratlan Tremella faj egyetlen ismert
torzse (NCAIM Y.02192) is. Ez az egyetlen bazidiumos élesztdgomba, amelyet olivaolajbol
vagy annak iiledékébdl eddig izolaltunk.

A Szlovéniabol szarmazo olivaolaj iiledékekben tobbszor megfigyeltiink olyan orsé
alaka, hosszan elvékonyodd és ostorszerti fliggelékben végzodé képleteket (20. dbra),
amelyek egyes Eremothecium fajok, els6sorban az E. coryli (Nematospora coryli)
aszkosporaira (Kurtzman és de Hoog, 2011) hasonlitanak. Ezeknek a képleteknek (feltehetden
aszkosporaknak) érdekes tulajdonsaga, hogy slirliségiik kisebb a viz silrliségénél,
centrifugalaskor a vizes fazis tetején koncentralédnak. Eréfeszitéseink ellenére egyeldére nem
sikeriilt Kitenyészteni 6ket. Az E. coryli a tropusi és szubtropusi teriileteken a gyapot, a
mogyoro, a lima bab, a szdja és a paradicsom, rovarok altal terjesztett parazitdjaként ismert
(Batra, 1973; Kurtzman és de Hoog, 2011). Az Eremothecium olivabogyon vagy olivaolajban
valo eléfordulasarol a legutobbi iddkig nem volt publikélt adat. Palla és mtsai (2018) olasz
extra sziiz olivaolaj mintakbol kivont DNS-bdl szaporitottdk fel a D1/D2 régié egy kb. 250
bazispar hosszusagli szakaszat, majd a felszaporitott DNS fragmentek denaturdld gradiens
gélelektroforézis (DGGE) alkalmazaséaval valasztottdk el egymadstol. Az elvalasztott DNS

fragmentek bazissorrendjeinek meghatarozasa ¢s a GenBank-ban taldlhatd szekvencidkkal
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valo Osszevetése alapjan E. coryli és E. cymbalariae jelenlétét mutattak ki az altaluk vizsgalt
olivaolajokban. A tanulmanyozott D1/D2 fragmentek csekély hosszusaga és a megnevezett
fajok tipustorzseinek homolég DNS szekvencidihoz képest fennalldo 1% koriili vagy azt
meghalado szubsztiticié miatt azonban véleményem szerint a kdzolt rendszertani azonositas

eredménye megerdsitésre szorul.

20. abra. Eremothecium fajok aszkospérdira emlékeztetd képlet Szlovénidbdl szédrmazo
olivaolaj tiledékben. A Iéptékvonal hossza 10 um.

A Pseudopheomoniella oleae (Pezizomycotina) ugyan nem élesztégomba, de a fiatal
telepei az élesztégombak telepeire emlékeztetnek. Egy Spanyolorszagbdl szarmazo extra sziiz
olivaolajbol és egy Szlovéniabol szarmazo olivaolaj tiledékbdl izolaltuk egy-egy torzsét 2016-
ban és 2017-ben. A fajt csupan nemrégiben irtak le, és a tipusanyagot egy Xylella fastidiosa
nevill baktériummal fertdzott hervadd olajfa ag feketére szinezddott farészérdl gyljtotték
Olaszorszagban (Crous és mtsai, 2015). A nemzetség masik fajaval, a Ps. oleicola-val egyiitt
a kiilonbozo olajfa fajtak faanyagéanak elszinezddésével all kapcsolatban. Fiatal és évszazados
fakat egyarant érinthet az elszinezOdés. Az olajfara gyakorolt patogén hatast eldzetes
inokulalasos tesztek mindkét faj esetében megerdsitették. Mindkét faj kiterjedt elszinez6dést
okozott a faagyagban. Az eredmények azt valosziniisitik, hogy szerepet jatszanak az olajfak
korai elhalasaban (Crous és mtsai, 2015). A Ps. oleae jelenlétét korabban sem olivaolajbdl,

sem Spanyolorszagbodl, sem Szlovéniabol szarmazé anyagbol nem mutattak ki.
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Néhany uj Yarrowia faj és potencialis szerepiik az élelmiszeriparban

Mind az eldkisérleteink, mind pedig Nagy (2015) eredményei alatdmasztjak, hogy a
pufferrel kis pH értékre (3,5 - 3,6) beallitott, egyediili szénforrasként hexadekant tartalmazé
tapkozegben vald dusitas noveli a Yarrowia nemzetségbe tartozo €lesztégombak izolalasanak
a valoszintiségét. Eldkisérleteink sordan a dusitast kovetden olyan his és maj mintakbodl is
izolaltunk Yarrowia torzseket, amelyekbdl dasitas nélkiil ez nem sikeriilt.

A Yarrowia nemzetségnek hosszu ideig csupan a tipusfaja, a Y. lipolytica volt ismert,
¢s meglehet6sen izolalt pozicidt foglalt el a filogenetikai torzsfan (Kurtzman ¢és Robnett,
1998). Amikor van der Walt és von Arx (1980) javasoltak a monotipusos Yarrowia nemzetség
bevezetését a Saccharomycopsis lipolytica szamara, az egyik diagnosztikus bélyegként a
pozitiv uredz reakcidt emlitették, amely egyediilalldo a Saccharomycotina altdrzsben. A
Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyijteményében talalhato Y. lipolytica
torzsek rendszertani azonositasanak fenotipusos bélyegek alapjan torténd ellenérzése soran
ezt a fontos tulajdonsdgot nem tudtuk megerdsiteni. A jelenség alaposabb vizsgalatat
kovetéen kideriilt, hogy a Y. lipolytica pozitiv ureaz tesztje valdjaban nem ureaz aktivitas,
hanem egy moddszertani probléma eredménye (Péter és Dedk, 1991). A vizsgalt Y. lipolytica
torzsek Christensen’s urea agaron (CUA, Christensen, 1946) kivétel nélkiil pozitiv
szinreakciot adtak, mig a ,,Urea Rapid Broth” (URB) levesben (Stuart és mtsai, 1945) egyik
torzs esetében sem tapasztaltunk szinvaltozast (21. dbra). Az élesztégombak ureaz aktivitasat
sokaig szinte kizarolag a bakteriologiabol atvett CUA-on vizsgaltak, 25 °C homérsékleten 4-5
napos inkubacios 1dot kovetden. A modszer elméleti alapjat az adja, hogy az urea bontasa
soran felszabadul6 ammonia hatdsara megemelkedik a kézeg pH-ja, amit a fenolvords
indikator szinvaltozasa (narancssziniibél mélyvords) jelez. Hasonlo elven alapul az URB
miikddési elve is, azzal a kiilonbséggel, hogy ennek a tapkozegnek kisebb a puffer kapacitasa.
Egy nagy kacsnyi fiatal (maximum 48 oras) élesztdgomba tenyészettel inokuldlunk 0,5 ml
taplevest és az uredz enzim hdémérsékleti optimumahoz kozeli homérsékleten, 37 °C-on,
inkubdljuk 4 oran keresztiil (Roberts és mtsai, 1978), fliggetleniil attol, hogy a vizsgalt torzs
képes-e szaporodni ezen a hOmérsékleten. Vizsgalataink soran megfigyeltiikk, hogy
amennyiben a CUA-t urea nélkiil készitjiik el, de helyette vagy 0,5% élesztOkivonatot adunk a
taptalajhoz vagy a pepton mennyiségét emeljiik meg 0,5%-ra, akkor a Y. lipolytica torzsek
ugyanolyan vords szinreakcidt adnak, mint urea jelenlétében. Ebbdl, €s a szinreakcionak az

URB alkalmazasakor tapasztalt hianyabol kovetkezik, hogy a Y. lipolytica torzsek esetében a
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CUA szinvaltozasat nem az uredz enzim aktivitasa, hanem egy nem-specifikus lugosodasi
folyamat okozza, ezért a Yarrowia torzsek esetén az URB alkalmazasat javasoltuk az uredz
aktivitas vizsgalatara (Péter és Deak, 1991). A'Y. lipolytica tipustorzsérél Booth és Vishniac
(1987) mar korabban kimutattak, hogy ureaz negativ. A régi beidegzédések kovetkeztében
lassan ment at a koztudatba, hogy a korabban feltételezettel ellentétben a Y. lipolytica nem
termel ureaz enzimet, de a The Yeasts: A Taxonomyc Study legutobbi kiadasaban (Kurtzman

¢s mtsai, 2011a) mar ezt az eredményt fogadjak el a szerzok.

21. abra. A Yarrowia lipolytica ureaz aktivitasanak vizsgalata. Bal oldali panel Christensen’s
urea agar, jobb oldali panel ,,Urea Rapid Broth”. A vizsgalt torzsek sorrendben balrdl jobbra
(mindkét panel) Trichosporon sp. (C102/met5), pozitiv kontroll; Yarrowia lipolytica (NCAIM
Y.005917%); Saccharomyces cerevisiae (NCAIM Y.008017), negativ kontroll.

A'Y. lipolytica a husrdl és huskészitményekrdl leggyakrabban izolalt élesztégombak
kozé tartozik (Dedk, 2008a). Egy korabbi tanulmany sordn (Ismail és mtsai, 2000)
csirkehusrol és majbol fenotipusos tulajdonsagai alapjan a Y. lipolytica-ra nagymértékben
hasonlitd torzseket izolaltak az Amerikai Egyesiilt Allamokban. A fenti tanulmanybol
szarmaz6 hat torzs vizsgalata soran észrevettiik, hogy a nagyfoku fenotipusos hasonlosag
ellenére a hat torzs rRNS kis alegységét kodoldo gén és az azzal szomszédos ITS régio
restrikcids enzim analizise (Dlauchy és mtsai, 1999) soran kapott mintazata jelentésen eltér a

Y. lipolytica tipustérzs mintazatatol (Péter és mtsai, 2004). Az amerikai izolatumoknak a Y.
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lipolytica tipustorzsétél vald genetikai eltérését a D1/D2 régi6 DNS bazissorendjének
Osszehasonlitasa is megerdsitette. Mig az amerikai torzsek tobb mint negyven nukleotidban
(zomében szubsztiticiod) kiilonboztek a Y. lipolyica tipustorzsétol, az amerikai torzsek D1/D2
szekvenciai kozott mindossze 1 szubsztiticiot detektaltunk. Mivel sem az egyes torzsekben,
sem a torzsek keverékének tenyészeteiben nem sikeriilt sporaképzést megfigyelniink, az 1j
fajt az akkor érvényes nevezéktani szabalyoknak megfeleléen a Candida nemzetségbe
soroltuk, és C. galli néven irtuk le (Péter és mtsai, 2004). A faj leirasa o6ta szamos tovabbi
torzset izolaltunk, els6sorban kiilonb6z6 husokrol. A C. galli torzsei kozotti keresztezések a
faj leirdsa oOta eltelt idoben sem eredményeztek sporuldld tenyészeteket, viszont érdekes
modon Knutsen és mtsai (2007) aszkospora képzésrdl szamoltak be C. galli és Y. lipolytica
valamint C. galli és C. deformans torzsek keresztezését kovetéen. Ennek ellenére a C. galli
onallé faji statuszat Knutsen és mtsai (2007) is megerdsitették PCR ujjlenyomatok és DNS
bazissorrend (ITS és D1/D2 régiok) Osszehasonlitdsa, valamint az altaluk vizsgalt torzsek
kozotti DNS homologia mértékek alapjan. A fajon beliili ivaros szaporodas detektalasanak
hianya ellenére, 6sszhangban a Melbourne Code-dal, Crous és mtsai (2017) a C. galli-t a
Yarrowia nemzetségbe soroltak. A Y. (Candida) galli a Y. lipolytica-tol fenotipusosan
mindossze az N-acetil-D-gliikozamin asszimilaciojara valdo képesség hianyaban tér el
egyértelmiien. A Y. galli elhelyezkedését az ITS és D1/D2 szekvencidk elemzése alapjan
készitett filogenetikai torzsfan a 22. dbra szemlélteti. A faj leirdsa Ota szdmos torzset
izolaltunk kiilonb6z6 huasokrol. A Y. galli mitokondrialis genomjanak bazissorrendjét
Gaillardin és mtsai (2012) meghataroztak és Osszevetették a Y. lipolytica és a nemzetség
néhany tovabbi fajanak mitokondrialis genom bazissorrendjével. A'Y. galli, a Y. lipolytica-hoz
hasonloan, képes sejtjeiben a teljes szarazanyag tartalma 20-25%-anak megfeleld lipidet
felhalmozni (Michely és mtsai, 2013; Quarterman és mtsai, 2017), ami potencialis
élelmiszeripari felhasznéalasi lehetdséget rejt magaban, de takarmanyozasi célra és biodizel
eloallitasara is szoba johet. Ashengroph és mtsai (2011) a Y. (Candida) galli egy torzsérdl,
¢lesztégombak koziil elséként, kimutattak, hogy az izoeugenolt vanillinné és vanillinsavva
képes transzformalni. A vanillin a masodik legnagyobb, évi 15 000 tonna, mennyiségben
eldallitott aroma komponens (Zheng €s mtsai, 2007). Bar két izben izolaltak Y. galli torzset
gombas koromrol is (Galan-Sanchez és mtsai, 2014; Abdel-Sater és mtsai, 2016), a szerzok
egyik esetben sem bizonyitottak, hogy a Y. galli okozta a gombas megbetegedést. A Y. galli

nem képes szaporodni sem 35 °C, sem 37 °C homérsekleten.
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56 Yarrowia osloensis
52|L Yarrowia parophoni
Yarrowia sp. NCAIM Y.02139
Yarrowia porcina
Yarrowia keelungensis
Yarrowia brassicae
Yarrowia lipolytica

Yarrowia yakushimensis
Yarrowia galli

51 Yarrowia deformans

9 Yarrowia divulgata

96 Yarrowia bubula
E Yarrowia hollandica
100 Yarrowia phangngensis

Yarrowia alimentaria

Candida hispaniensis
Candida blankii

Candida incommunis

—
0.2

22. abra. A Yarrowia fajok kozotti rokonsagai viszonyok az ITS és a rRNS nagy alegységét

valészinliség (Maximum Likelihood) modszerével késziilt a Tamura-Nei modellre (Tamura €s
Nei, 1993) alapozva. A legnagyobb logaritmikus valosziniiségii (log likelihood) torzsfa kertil
bemutatasra. Azon torzsfdk szazalékban kifejezett aranyat, amelyeken a tarsult taxonok
egymas mellet helyezkednek el, az agak mellett feltiintetett értékek jelzik, amennyiben ez az
értek 50%-nal nagyobb. Az inszercidkat/deléciokat és hianyz6 adatokat tartalmazo poziciok
eltavolitasra keriiltek. A végsd adatbazis 677 poziciot tartalmazott. A Candida blankii és a C.
incommunis szolgalt kiilcsoportként (outgroup). A 1éptékvonal az egy nukleotid pozicidra esé
szubsztitaciok szamat jeloli.

A kovetkezd, kozremiikodésiinkkel leirt Yarrowia faj a Y. divulgata (Nagy és mitsai,
2013) volt. A Y. divulgata leirasat 5 torzs alapjan végeztiik el. A tipustorzs egy dan szalonna
feldolgoz6 lizem berendezésének a felszinérdl, két torzs csirkemajrol szarmazott az Amerikai
Egyesiilt Allamokbol (Ismail és mtsai, 2000), a tovabbi két torzset pedig Magyarorszagon
izolaltunk csirkemellrdl illetve daralt marhahuasrol. Eltérd foldrajzi eredetiik ellenére a hat

torzs D1/D2 és ITS régioinak azonos volt a DNS bazissorrendje, és jelentdsen kiilonbozott a

bazissorrend Osszehasonlitasok alapjan legkozelebbi faj, a Y. deformans bazissorrendjétél
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(sorrendben 3 és 6% kiilonbséget detektaltunk a D1/D2 és az ITS régiok esetében). Az ITS és
D1/D2 szekvenciak elemzésén alapuld torzsfan (22. abra) a Y. divulgata a Y. (Candida)
deformans-szal alkot egy nagy statisztikai megbizhatosaggal rendelkezé csoportot (bootsrap
értek 91%). A jelentds genetikai kiilonbség ellenére az ¢élesztdgombak jellemzésére hasznalt
standard fenotipusos tesztek alapjan a Y. divulgata nem kiilonitheté el a Y. lipolytica-tol és a
Y. deformans-tol. A Y. divulgata a Y. galli-hoz hasonléan nem szaporodik 35 °C
hémérsékleten. Mind az 6t paratipus torzs melegvérii allatokhoz kapcsolodd kornyezetbol
(szalonna feldolgozo6 iizem, csirkemadj, csirke- és marhahuis) szarmazott és a faj leirasat
kovetéen néhany tovabbi torzset is izolaltunk husokrol. A melegvérli allatokhoz kothetd
el6fordulas mellett valosziniisithetd, hogy a faj tengeri kdrnyezetben is eléfordul, ugyanis a
GenBank adatbazisaban talalhatok a Y. divulgata tipustérzsének D1/D2 szekvencidjaval
megegyez0 D1/D2 szekvencidk (EU596435, EU583484, EU560880, EU360775, EU285507
¢s EU294124), amelyek tengeri ¢él6helyekrdl (mélytenger viz és tengeri hal) izolalt
¢lesztégomba torzseket képviselnek. Sajnos, eréfeszitéseink ellenére, ezeket a torzseket nem
tudtuk beszerezni ¢€s tanulmanyozni. Aszkospodra képzést sem az egyes torzsek, sem a torzsek
keverékének tenyészeteiben nem tudtunk kimutatni. Ennek ellenére, a Melbourne Code-dal
Osszhangban, a Yarrowia nemzetség tagjaként irtuk le az 0j fajt, Lachance (2012) ajanlasat
kovetve a forma asexualis (f.a.) megjelolés feltiintetésével, annak jel6lésére, hogy ivaros
szaporodast nem sikeriilt megfigyelniink. A ,,divulgata” fajnév az 01j faj széleskorti (globalis)
foldrajzi elterjedésére (Magyarorszag, Dania, USA, Kina) utal. A Y. divulgata az
élelmiszeriparban hasznélatos édesitdszerek igéretes forrdsa, mivel glicerin tartalmu
tapkozegben szaporitva nagy mennyiségll eritritet €s mannitot termel (Rakicka és mitsai,
2016).

Ugyancsak elsésorban melegvérti allatokhoz kotddik a Y. bubula és a Y. porcina
(Nagy és mtsai, 2014). A Y. bubula leirasakor 6t torzset vizsgaltunk. Mind az 6t torzset
Magyarorszagon izolaltuk marhahusrol, daralt marhahasrol, daralt sertéshusrol és pulyka
huspéprol. A fent bemutatott Y. divulgata-hoz hasonléan az 6t torzsnek azonos volt a D1/D2
és ITS DNS bazissorrendje, és a nemzetség tobbi fajatol legalabb 9% eltérést tapasztaltunk
mindkét régio esetében. Sem az egyes torzsek, sem az 6t torzs keverékének a tenyészetében
nem sikeriilt aszkospdra képzést megfigyelniink. Egyik torzs sem szaporodott 30 °C vagy
annal nagyobb homérsékleten. A Yarrowia nemzetség jelenleg tovabbi két olyan fajt (Y.
alimentaria, Y. yakushimensis) foglal magaba, amelyek nem képesek 30 °C hémérsékleten

szaporodni. Ezekt6l a Y. bubula néhany szén-forras asszimilacids teszt alapjan elkiilonithetd.
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A Y. bubula az ITS és D1/D2 szekvencidk elemzésén alapul6 filogenetikai torzsfa (22. dbra)
alapjan 100%-os valosziniiséggel a Yarrowia-kladba tartozik, ezért forma asexualis (f.a.)
megjelolés feltiintetésével Yarrowia-ként irtuk le. A faj leirdsa Ota szamos tovabbi torzset
izolaltunk husokrol.

A'Y. porcina hét paratipus torzse koziil 6tot daralt sertéshusrol, egyet pedig daralt
marhahusrol izolaltunk Magyarorszagon. A hetedik torzs egy tropusi folyd (Doce) iiledékébdl
szarmazott, Brazilidbol. A Doce foly6 kiilonb6z6 emberi tevékenységek (szarvasmarhatartas,
banyaszat, kommunalis €s ipari szennyviz) hatasanak van kitéve (Medeiros és mtsai, 2008). A
Y. bubula-val ellentétban a Y. porcina torzsek mind D1/D2 mind ITS régidikban egymastol
eltér6 DNS bazissorrenddel rendelkeztek. Elsdsorban egy, daralt marhahtsrol izolalt, torzs
(NCAIM Y.02104) mutatott a tobbi torzstdl jelentdsen eltéré D1/D2 bazissorrendet. A D1/D2
domén szekvencidk paronkénti Osszehasonlitisa alapjan 0-7 szubsztitiicioban tértek el a
torzsek egymastol, ezen beliil az NCAIM Y.02104 jelti torzs 5-7 szubsztiticidban kiillonbozott
a tobbi torzstél. Ez a kiilonbség mind Kurtzman és Robnett (1998), mind Vu és mtsai (2016)
irianymutatasa alapjan azt sugallta, hogy a tobbitdl leginkabb eltérd torzs (NCAIM Y.02104)
kiilon fajba tartozik. Ezzel szemben az ITS régiok bazissorrendjének Osszehasonlitasa joval
kisebb diverzitast (0-3 szubsztitcio) tart fel a torzsek kozott, ezen beliill az NCAIM Y.02104
azonositoszamu torzs bazissorrendje legfeljebb 2 szubsztitucioval tért el a tobbi torzsétdl. Ez
mind a Daniel és mtsai (2009), mind a Vu és mtsai (2016) altal adott elérejelzés szerint a
torzsek azonos fajhoz tartozasat valoszinisitette. Az ITS régioban megfigyelt, a D1/D2
régioban detektalt variabilitdsnal kisebb, DNS bazissorrend eltérés meglehetdsen szokatlan,
mert a rRNS-t kodold géneket egymastdl elvalasztd ITS régid altalaban gyorsabban valtozik,
mint a kodolo régidk (Chen és mtsai, 2000), bar nem példa nélkiili. Fonseca ¢és mtsai (2000)
példaul arrdl szamoltak be, hogy egyes Cryptococcus fajparok esetében az ITS 2 régidoban
kisebb volt a fajok kozotti bazissorrend eltérés, mint a D1/D2 régioban. Hasonlo esetet
figyeltek meg a Yarrowia-kladban Knutsen és mtsai (2007). A C. alimentaria két vizsgalt
torzsének D1/D2 domén bazissorrendjei kozott 9 szubsztituciot detektaltak, mig az ITS
szekvenciai kozott minddssze egyet. A két torzs azonos fajhoz vald tartozasat a PCR-
ujjlenyomat technikdval nyert hasonldé mintazatok ¢és a 100%-os DNS homolégia érték
erdsitették meg. A Y. porcina esetében a torzsek azonos fajba sorolasat ugyancsak a PCR-
ujjlenyomat technikaval nyert hasonld, és a rokon fajokétdl eltérd, mintazatok valamint a
parszimonia (takarékossag) kapcsolathald-elemzés (parsimony network analysis) eredménye

tamasztotta ala (Nagy €s mtsai, 2014, 23. dbra).
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Y. galli CBS 97227 | | Y. keelungensis CBS 11062T Y. oslonensis CBS 10146!

Y. porcina NCAIM Y.02073,NCAIM Y.02102

Y. porcinaNCAIM Y.02101
Y. porcinaNCAIM Y.02100

Y. porcinaNCAIM Y.02103
UFMG-RD1314

Y. porcinaNCAIM Y.02104

23. dbra. Parszimonia (takarékossag) kapcsolathalo a Yarrowia porcina paratipustorzseinek
és néhany kozeli rokon faj tipustorzsének az Osszeflizott ITS és a rRNS nagy alegységét

crer

szubsztiticiot, a kis korok pedig hianyzo koztes szekvencidkat jeldlnek. Az elemzés altal
Osiként azonositott szekvencidkat téglalap jeloli. Az elemzést a TCS 1.21 programmal
(Clement és mtsai, 2000) végeztiik, az inszerciot/delécidt tartalmazd poziciok kizardsaval,
95%-o0s kapcsoldodasi hatarérték alkalmazasaval [Nagy és mtsai (2014) nyoman, modositva. ]

A hét vizsgalt Y. porcina torzs egyike sem sporuldlt tiszta tenyészetben az altalunk
alkalmazott spéraztatd taptalajokon, sem 15 °C, sem 25 °C hémérsékleten. A torzsekbdl
eldallitott kevert tenyé€szet azonban a penészgombak masodlagos anyagcsere termékeinek
vizsgalatara ajanlott YES agaron (Samson és mtsai, 2004), 25 °C hémérsekleten, 1-3 hét
inkubaciot kovetden aszkosporat képzett. A YES agart kordbban nem hasznaltak
élesztégombak aszkospora képzésének vizsgalatira. A torzsek valamennyi lehetséges modon
végrehajtott paronkénti keresztezése felfedte, hogy a brazil folyo tiledékébdl szarmazd torzs
harom Magyarorszagon izolalt térzzsel, koztiik a D1/D2 domén bazissorrendjében a tobbitdl
leginkabb eltéré6 NCAIM Y.02104 azonositdszamu torzzsel, keresztezve aszkosporat képzett,
mig a tovabbi harom magyarorszagi izolatummal nem. Aszkuszonként 1-4, kdnnyen

kiszabadul6, kalap alaku, ellipszoid vagy allantoid, tokanyagba agyazott aszkosporat
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figyeltiink meg (24. abra). Két torzs (a tipus és az allotipus térzsek) sporulald tenyészetében,
tobb mint 100 nap inkubdciot kovetden néhany aszkospora esetében a spora sarjadzassal
torténd kicsirazasat is megfigyeltiik (Nagy és mtsai, 2014), ami azt jelzi, hogy a spordknak
egy része bizonyosan életképes volt. A hiisokrol Magyarorszagon izolalt térzsek semmilyen
kombinécioban tortént keresztezése utan nem sikeriilt aszkospora képzddést megfigyelniink.
A hét vizsgalt torzs koziil harom esetében egyaltalan nem tudtunk sporulaciét indukalni.
Leirasakor a Y. porcina volt a nemzetség harmadik teleomorf faja, és mindmaig az egyetlen
ismert Yarrowia faj, melynek aszkosporai tokanyagba vannak agyazva. A Y. porcina
leirasakor ismert (Y. lipolytica, Y. deformans) és az azota leirt (Y. parophoni) feltart ivaros
szaporodasu Yarrowia fajok a Y. porcina-hoz hasonléan heterotallikusak (Kurtzman, 2011c;
Groenewald és Smith, 2013; Crous és mtsai, 2017). A Y. porcina esetében (leszamitva a
tokanyagba agyazott aszkospordk képzését) nem talaltunk olyan fenotipusos tulajdonsagot,
aminek segitségével egyértelmiien el lehetne kiiloniteni a Y. deformans-tol, a Y. divulgata-tol,
a Y. keelungensis-tdl és a Y. lipolytica-tol. A felsorolt 6t faj tehat egy, a standard fenotipusos

tesztek alapjan egymastdl megkiilonboztethetetlen fajokbol alléo komplexet alkot.

24. abra. A Yarrowia porcina tipus- és allotipustdrzseinek (NCAIM Y.02100T és UFMG-
RD131%) keresztezésével létrehozott sporulald tenyészet (YES agar, 25 °C, 7 nap). A nyilak
az aszkuszokbol kiszabadult, tokanyagba agyazott, aszkosporakat jelolnek. A méretvonal
hossza 10 um. (Nagy és mtsai, 2014; a kiad6 engedélyével)

Egy altalunk csirkemajrol izolalt Yarrowia térzs (NCAIM Y.01999) D1/D2 régidjanak

DNS bazissorrendje a bazissorrendek paronkénti Osszehasonlitasa alapjan legkdzelebbi leirt
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faj, a Y. galli, tipustorzsétél (NCAIM Y.01482") 19 szubsztiticioval tér el. ITS szekvencija a
faj tipustorzsétél 6 szubsztiticioval és 2 indellel tér el, egy tovabbi igazoltan konspecifikus
torzsétél (NCAIM Y.01486) viszont minddssze két indellel. A fenti példak figyelembevétele
alapjan a majdnem 4%-os D1/D2 divergencia ellenére valdsziniisithetd, hogy az NCAIM
Y.01999 azonositd szamu torzs egy, a faj tipustorzsétél szokatlanul nagymértékben eltérd
D1/D2 DNS szekvenciaval jellemzett Y. galli torzs. Az NCAIM Y.01999 azonositoszamu
torzs megbizhatd rendszertani besoroldsat tovabbi lokuszok bazissorrendjeinek
Osszehasonlitasat kovetden fogjuk elvégezni.

Egy tovabbi, daralt marhahusrol izolalt, torzs (NCAIM Y.02139; Nagy, 2015) mind
D1/D2, mind ITS bazissorrendjei alapjan koriilbeliil 4%-kal eltér a bazissorrendek paronkénti
Osszehasonlitasa alapjan legkdzelebbi leirt faj, a Y. oslonensis tipustorzsének megfeleld
szekvenciaitol, azaz nagy valoszinliséggel a Yarrowia nemzetség egy eddig ismeretlen fajanak
a képviseldje (22. dbra). Az 0 faj tovabbi torzseit egyelére nem sikeriilt izolalnunk, ezért
egyelore leirasa sem tortént meg.

AY. bubula és a Y. porcina leirasa (Nagy ¢és mtsai, 2014) ota két tovabbi Yarrowia faj,
a Y. parophoni (mint Y. parophonii; Crous és mtsai, 2017) és a Y. brassicae (Liu és mtsai,
2018) keriilt leirasra. A Y. parophoni hét torzsét egy bogar [Parophonus hirsutulus
(Carabidae)] bélcsatornajabol izolaltak Bulgariaban, mig a Y. brassicae két ismert torzse kinai
savanyu kaposztabol szarmazik. A Y. parophoni leirasaval kapcsolatban érdemes megjegyezni
a kovetkez6t. A hét vizsgalt torzs (egymassal azonos) D1/D2 domén DNS bazissorrendje
jelentdsen, 16 szubsztitucidval kiilonbozik a D1/D2 szekvencidk paronkénti dsszehasonlitasa
alapjan legkozelebbi leirt faj, a Y. oslonensis megfeleld6 DNS szakaszanak bazissorrendjétol,
tehat a fent emlitett Utmutatok (Kurtzman és Robnett, 1998; Vu és mtsai, 2016) alapjan
feltételezhetd, hogy a szerzok altal vizsgalt torzsek valosziniileg a Y. oslonensis-tdl kiilonbozo
fajt képviselnek. Crous és mtsai (2017) kdzleményébdl azonban az is kideriil, hogy a Y.
parophoni és a Y. oslonensis tipustérzseinek ITS szekvenciai minddssze 2 nukleotidban (1
szubsztiticio és 1 indel) térnek el egymastol. Ezzel szemben a Y. parophoni térzsek ITS
szekvenciai kozott 3 szubsztitiiciot is megfigyeltek a szerz6k. Tehat, a Schoch és mtsai (2012)
altal a gombdk esetén univerzalis DNS-vonalkodnak (DNA barcode) javasolt régidban a Y.
parophoni és a Y. oslonensis tipustdrzseinek DNS bazissorrendjei kozott kisebb az eltérés,
mint a Y. parophoni paratipus torzsei kozott, ami legalabbis kételyt ébreszt azzal
kapcsolatban, hogy a Y. parophoni és a Y. oslonensis kiilonboz6 fajok. A fent emlitett példak

esetén, ahol a D1/D2 és az ITS szekvencidk eltéré faji besorolast sugalltak, mind a Y.
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(Candida) alimentaria (Knutsen és mtsai, 2007), mind a Y. porcina (Nagy és mtsai, 2014)
esetén az ITS régid bazissorrendjének Osszehasonlitasa nyljtott pontosabb eldrejelzést a faji
hovatartozast illeten.

Crous ¢és mtsai (2017) a Yarrowia-kladba tartozd6 Candida fajokat, a bazalis
elhelyezkedésti C. hispaniensis kivételével, a Melbourne Code adta lehetéséget kihasznalva
atsoroltak a Yarrowia nemzetségbe. A Yarrowia-klad korai elagazasat képez6 C. hispaniensis
szén-forras asszimilacios spektruma kozel all a Yarrowia-klad tobbi tagjanak asszimilacios
spektrumahoz, és a Yarrowia nemzetség fajaihoz hasonldan a C. hispaniensis is képes jelent0s
mennyiségll lipidet felhalmozni sejtjeiben (Michely és mtsai, 2013). Szdmos filogenetikai
torzsfan, igy a Crous és mtsai (2017) altal kozolt és az altalunk az ITS és D1/D2 szekvenciak
elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfan (22. dbra) is 100%-os valdszinliséggel a
Yarrowia nemzetséghez kapcsolodik (bazalisan) a C. hispaniensis.

A Yarrowia nemzetség fajai és a hozza filogenetikailag szorosan kotédé C.
hispaniensis meglehetdsen valtozatos ¢l6helyekrdl kertiltek izolalasra. A leggyakoribb
izolalasi forrasaikat a 4. tabldzat tartalmazza, elsdésorban az aktualis élesztégomba monografia
¢és az Uj fajok leirasait tartalmazo publikaciok alapjan. A Yarrowia fajok izolalasi forrasai
kozé tartoznak az ember és a melegvéri allati eredetli termékek, htisok huskészitmények, tej,
tejtermékek; a talaj és a szénhidrogének; egyes novényi eredeti élelmiszerek; rovarok és vizi
¢lohelyek szubsztratumai. A Yarrowia fajok élelmiszerekben vald eléfordulasarol
szolgaltatott értékes adatokat Nagy (2015). Tobb mint 130, hiisokrol, els@sorban sertés- és
marhahusrol izolalt Yarrowia torzset azonositott DNS bazissorrend alapjan. Eredményeibdl
kitlinik, hogy a vizsgalt husokrol, egyediili szénforrasként hexadekant tartalmazo tapkdzegben
tortént dusitast kovetden izolalt Yarrowia torzsek koziil leggyakoribb a Y. deformans volt, ezt
kovette, az izolalas gyakorisaganak csokkend sorrendjében a Y. lipolytica, a Y. galli, a Y.
bubula, a Y. alimentaria, a Y. porcina és a Y. divulgata. A htsokrol izolalt Yarrowia torzsek
valtozatossagéaval ellentétben, a nyers tejbdl és tejtermékekrdl ugyancsak dusitast kdvetden
izolalt tobb mint 90 torzs kozil harom Y. bubula és egy Y. alimentaria kivételével,
valamennyi torzs Y. lipolytica-nak bizonyult (Nagy, 2015; Péter és mtsai, 2019a). Ezzel
kapcsolatban két dolgot érdemes megjegyezni. Eldszor, a Y. deformans, a Y. lipolytica, a Y.
porcina, a Y. divulgata és a Y. keelungensis egy, a rutinszerlien vizsgalt hagyomanyos
fenotipusos bélyegek alapjan elkiilonithetetlen fajkomplexet alkot. Ebbdl kovetkezik, hogy a
fenotipus alapu rendszertani azonositasi modszereket alkalmazo tanulmanyokban (ide tartozik

az ezredforduld el6tt publikalt munkak zome) a Y. lipolytica-ként azonositott torzsek egy
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része valosziniileg nem Y. lipolytica, hanem egy attol fenotipusos tulajdonsagok alapjan

elvalaszthatatlan rokon faj volt.

4. Tablazat. A Yarrowia fajok és a Candida hispaniensis izolalasi forrasai

Faj

Izolalasi forrast

Yarrowia lipolytica

kukoricadara, korom, szaruhartya 1ézi0,
lizemanyag tartaly, hiitve tarolt virsli, kopet,
fagyasztott huiskészitmények, fagyasztott
kanadai bacon, talaj, avas margarin,
olivabogyo, tiidd, bdr, szénhidrogének,
tejtermékek, szennyviz, kerozin, majonéz alapt
salata, almalé

Yarrowia alimentaria

joghurt, pacolt sonka

Yarrowia brassicae

savanyu kaposzta

Yarrowia bubula

marhahus, disznéhus, pulykahus

Yarrowia deformans

ember, korom, tartositott hal, his

Yarrowia divulgata

szalonna feldolgozo lizem berendezésének a
felszine, csirkemadj, csirkehus, marhahus,
mélytenger viz, tengeri hal

Yarrowia galli

csirkemaj, csirkehus, gombas korom, sertéshus,
marhahus

Yarrowia hollandica

szarvasmarha hata

Yarrowia keelungensis

tengerviz felszini mikroréteg

Yarrowia oslonensis

joghurt

Yarrowia phangngensis

brakkviz mangrove erdébdl

Yarrowia parophoni

Parophonus hirsutulus (Carabidae)

Yarrowia porcina

sertéshiis, marhahts, trépusi foly¢ tiledéke

Yarrowia yakushimensis

japan termesz bélcsatornaja

Candida hispaniensis

Spondylus buprestoides larva (Cerambycidae)

1Az adatok forrasa: Péter és mtsai (2004), Knutzen és mtsai (2007), Limtong és mtsai (2008),
Kurtzman és mtsai (2011a), Chang és mtsai (2013), Groenewald €s Smith (2013), Nagy és
mtsai (2013), Galan-Sanchez ¢és mtsai (2014), Nagy és mtsai (2014), Abdel-Sater és mtsai
(2016), Crous ¢és mtsai (2017), Liu és mtsai (2018)

Maisodszor, a melegvérti allatokbdl késziilt termékekbdl, pl. nyers huasokbodl, szarmazo

Yarrowia torzsek diverzitasanak adatait attekintve szembetiinG, hogy rendszeresen izolalasra

kertilnek olyan fajoknak a képviseldi, amelyek nem képesek 37 °C hdmérsékleten szaporodni.
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Mig a Y. lipolytica 37 °C-on vald szaporodasi képessége valtozo, a Y. deformans, a Y. galli, a
Y. bubula, a Y. porcina, a Y. alimentaria és a Y. divulgata nem képes szaporodni ezen a
hofokon. A Y. deformans, a Y. galli, a Y. bubula, a Y. alimentaria és a Y. divulgata 35 °C
homérsékleten sem szaporodik, mig a Y. bubula, és a Y. alimentaria mar 30 °C hémérsékleten
sem szaporodik. A nyers husok mikrobialis szennyez6désének legfontosabb forrasai a talaj és
allati bélsar, amelyek az allatok ledlése és feldolgozasa soran keriilnek a husra, pl. az allatok
borérél. A szennyzddés tovabbi forrasai a feldolgozo eszkozok és berendezések, a dolgozok
keze és a levegd (Kabisch és mtsai, 2016). A fent felsorolt, 35 °C-on vagy annal nagyobb
homérsékleten szaporodni képtelen élesztégomba fajoknak a melegvérii allatokbol késziilt
termékekrol izolalt torzseinek az eredete még feltarasra var.

A'Y. lipolytica (vagy az annak vélt rokon fajok) leggyakrabban nagy zsir és/vagy
fehérje tartalmt ¢lelmiszerekben fordul el6, és jelentds szerepet tolthet be azok mindségének
alakitasaban. Elsésorban fermentalt tejtermékekben és huskészitményekben juthat kiemelkedd
szerephez. Egyes sajtok ¢s huskészitmények érlelése soran a terméknek kiemelkedd
érzékszervi tulajdonsagokat kolcsondzhet aromaanyag termelése révén, kedvezd hatast
gyakorolhat a sajtok allagara, roviditheti az érlelési és meghosszabbithatja az eltarthatosagi
id6t, lisztéria-ellenes aktivitast fejthet ki, gatolhatja a Bacillus cereus szaporodasat és a zold
penészek novekedését, késleltetheti a husok avasodasat és hozzdjarulhat az erjesztett
kolbaszok €s szalamik piros szinének megdrzéséhez. Nemkivanatos hatasai kozé tartozik a
mellekiz eldidézése, esetenként kedvezdtleniil is befolyasolhatja a sajtok allagat és a sajt
felszinének barna elszinezddését okozhatja, gatolhatja a Penicillium roqueforti novekedését és
indirekt modon eldsegitheti a biogén aminok képzddését (Groenewald és munkatarsai, 2013
és az altaluk hivatkozott publikaciok). Groenewald és munkatarsai (2013) széleskorii irodalmi
attekintésiikbol levont kovetkeztetésként hangsulyozzak egyrészt az egyes torzsekre jellemzd
specifikus tulajdonsagok jelentdségét, masrészt, hogy néhany esetben nagyon sziik a hatara Y.
lipolytica (vagy valamelyik kozeli rokon faj) altal Kifejtett pozitiv vagy negativ hatas kozott.
A Y. lipolytica élelmiszerek mindségére gyakorolt, akar pozitiv, akar negativ hatasaban
kulcsfontossagu erds lipolitikus és proteolitikus aktivitasa, valamint az egyes sajtok esztétikai
hibajat okozo barna pigment termeld képessége (tirozin tartalmu szubsztratumon). Annak
elorejelzésére, hogy a jelenleg a Yarrowia nemzetségbe sorolt, altalunk leirt négy uj
¢lesztégomba faj (C. galli, Y. divulgata, Y. porcina, Y. bubula) milyen hatassal lehet az
¢lelmiszerek mindségére, megvizsgaltuk, hogy az egyes 11 fajok rendelkeznek-e lipolitikus, €s

proteolitikus aktivitdssal, valamint képesek-e barna pigmentet termelni tirozin tartalmt
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tapkozegben. Az eredmények szerint (Péter €s mtsai, 2004; Nagy és mtsai, 2013, 2014; Nagy,
2015) mind a négy altalunk leirt uj, jelenleg a Yarrowia nemzetségbe sorolt faj erés zsir-és
fehérjebontd aktivitassal, valamint barna pigment termeld képességgel rendelkezik. Az 1j
fajok barna pigment termelését a 25. dbra szemlélteti. Ezen eredmények alapjan varhato,
hogy az altalunk leirt 4j fajok (C. galli, Y. divulgata, Y. porcina, Y. bubula) a Y. lipolytica-hoz

hasonld - pozitiv vagy negativ - hatast gyakorolnak az élelmiszerek mindségére.

25. abra. A Yarrowia lipolytica és a négy altalunk leirt Yarrowia faj egy-egy torzsének

pigment termelése tirozin tartalmi taptalajon (Carreira és Loureiro, 1998), 25°, 48 ora. Balrol
jobbra: Y. lipolytica, NCAIM Y.00591T; Y. galli, NCAIM Y.01482T; Y. divulgata, NCAIM
Y.01485; Y. bubula, NCAIM Y.01998; Y. porcina, NCAIM Y.02100".

Uj metanol-asszimilil6 élesztégomba fajok

Egyediili szénforrasként metanolt tartalmazd tapkézegben vald kétlépcsds dusitast
kovetden nagy hatékonysaggal izolaltunk metilotrof élesztdgombakat kiillonbozo természetes
szubsztratumokbol és élelmiszerekbdl. A korabban targyalt, olivaolajbol izolalt 0j metilotrof
¢lesztdgombakon kiviil, szamos tovabbi leiratlan metanol-asszimilalé élesztdgomba fajt
képviseld torzset izolaltunk az utobbi két évtizedben. Az eddig ismert 92 metanol-
asszimilaciora képes élesztégomba faj koziil 20-at mi irtunk le, vagy kézremiikodtiink a
leirasukban. Bar a metanol-asszimildlo fajok torzseit zomében nem élelmiszerekrdl izolaltuk,
potencialisan ezek is jelent0s hatassal lehetnek az élelmiszerckre, mivel a modositott
anyagcseréjli metanol-asszimilald élesztdgombak egyéb ipari alkalmazasuk mellet élelmiszer-
Osszetevok termelésére is alkalmasak (Geier és mtasi, 2015; Duan és mtsai, 2018).

Az alabbiakban el6szor bemutatom az altalunk leggyakrabban vizsgélt harom névényi
szubsztratumrol, fa-exudatum, korhadt faagyag €s levél, izolalt €lesztdgomba térzsek fajok
szerinti megoszlasat. Ezt kovetden pedig az altalunk leirt, €s az olivaolaj kapcsan nem emlitett

uj metanol-asszimilalo élesztégomba fajokat ismertetem réviden. Ahogy mar emlitésre keriilt,
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az izolalas hatékonysaganak ndvelése céljabol altalaban egyediili szénforrasként metanolt
tartalmazo taplevesben torténd kétlépesds dusitast kovetden izolaltuk a metanol-asszimilald
¢lesztdgombakat. Bar igy sem a metilotrof élesztégombaknak az egyes szubsztratumokat
benépesitd ¢lesztdégomba kozosségeken beliili részaranya, sem az egyes szubsztratumokon
megtalalhatd metilotrof €élesztégombak mennyisége nem keriilt meghatarozasra, a dusitasos
modszer hatékonysaganak koszonhetéen sikeriilt nagyszamli metanol-asszimilald torzset,
koztik eddig ismeretlen fajok képviseldit, izolalni olyan szubsztratumokrol is, ahol
eléfordulasukra korabban nem volt adat. Az 0j fajokat rendszertani besorolasuk szerint

(Komagataella és Kuraishia nemzetség, Ogataea-klad) csoportositva targyalom.

Fanedvekbdl (exudatumokbol) izolalt metanol-asszimilalo élesztégombak

Kiilonb6z6 fak exudatumaibol, tamponnal tortént mintavételt és metanol tartalmu
taplevesben tortént dusitast kdvetden, a 197 vizsgalt minta kozil 137-bol, azaz a mintak
mintegy 70%-abol sikeriilt a metanolt egyediili szénforrasként hasznositani képes
¢lesztdgombat izolaltunk. A mintdk 15 nemzetség fafajainak exudatumaibol szarmaztak. A
leggyakrabban megmintazott fajok a tolgyek (Quercus spp., 69 minta), a nyarfak (Populus
spp., 56 minta), a gyertyan (Carpinus betulus, 18 minta) és a biikk (Fagus sylvatica, 17 minta)
voltak. Osszesen 149 metanol-asszimilalo élesztégomba torzset izolaltunk fa-exudatumokbol,
amelyek fajonkénti megoszlasat az 5. tabldzat szemlélteti. Szembetiind a Komagataella
(Pichia) pastoris gyakori el6fordulasa. Az Gsszes fa-exudatumbol izolalt metanol-asszimilald
¢lesztdgomba torzs 65%-a K. pastoris-nak bizonyult. A masodik leggyakrabban izolalt faj a
torzsek kb. 13%-at képvisel6, az Ogataea populialbae volt. Gyakori elé6fordulasaban azonban
szerepet jatszott a szamara éléhelyet biztosito fehér nyar (Populus alba) exudatum mintak
nagy szama (31) ami az Gsszes minta kb. 16 szazaléka. Az O. populialbae-t kizardlag fehér
nyar exudatumbol izolaltuk. Néhany tovabbi gazdandvény specifikus mintazatot is
megfigyeltiink az élesztégombdk eléforduldsaban, amelyeket az egyes altalunk leirt

¢élesztégomba fajok targyaldsakor réviden bemutatok.
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5. Tablazat. A fanedvekbdl (exudatumokbol) izolalt metanol-asszimildlo élesztégombak
fajonkénti megoszlasa (6sszesen 149 torzs)

Faj Az izolalt torzsek szama
Komagataella pastoris 97
Ogataea populialbae 19
Candida boidinii 14
Komagataella pseudopastoris (Pichia pseudopastoris)! 4
Ogataea trehaloabstinens (Pichia trehaloabstinens)? 3
Candida succiphila 2
Kuraishia floccosa (Candida floccosa)! 2
Ogataea pignaliae 2
Candia nitratophila 1
Kuraishia cidri 1
Kuraishia molischiana 1
Ogataea pini 1
Candida cf. boidinii 1

Ogataea cf. trehalphila 1
1. A zarojelben megadott néven keriilt leirdsra
A kozremiikodésiinkkel leirt 01 fajokat, illetve a még leirasra varod 01 fajokat felkovér karakter
jeloli.

Korhadt faanyagokrol izolalt metanol-asszimilalé élesztogombak

A kiilonb6z6 korhadt faanyagokrdl izolalt élesztégomba torzsek fajonkénti
megoszlasat a 6. tablazatban tiintettem fel. Az altalunk vizsgalt 242 korhadt faanyag minta
koziil 134-boél (55%) sikeriilt, dsszesen 150, metanol-asszimilaciora képes élesztégomba
torzset izolalnunk. A leggyakrabban megmintazott fajok a tdlgyek (Quercus spp., 52 minta), a
biikk (Fagus sylvatica, 44 minta) és a gyertyan (Carpinus betulus, 14 minta) voltak, de
jelentds szdmu (36) azonositatlan mintat is feldolgoztunk. A fanedvekhez hasonloan a
korhadt faanyagok esetében is kiugroan nagy volt a K. pastoris el6fordulasi aranya. A 150
torzs 54%-a (81 torzs) volt K. pastoris, ezt kovette a Candida boidinii 12%-kal (18 torzs).
Mig a korhadt faanyagokrdl izolalt metilotrof élesztdgomba torzsek szdma gyakorlatilag

megegyezett a fa-exudatumokbol izolalt térzsek szamaval, a faji diverzitasuk nagyobb volt,
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21 fajt képviseltek, szemben a 14 fa-exudatumbol izolalt fajjal. A korhadt faanyagokbol
izolalt, kordbban ismeretlen ¢élesztégomba fajok szama is jelentOsen meghaladta a fa-
exudatumokbol izolalt 0 fajok szamat. Mindkét szubsztratum csoport esetében a tablazatok
(5. és 6. tablazat) aljan elkiilonitetten tlintettem fel a feltehet6en 1j, leirasra vard, fajokat

(Candida cf. boidinii, Ogataea cf. trehalophila).

6. tablazat. A korhadt faanyagokbdl izolalt metanol-asszimilalo élesztdgombak fajonkénti
megoszlasa (6sszesen 150 torzs)

Faj Az izolalt torzsek szama
Komagataella pastoris 81
Candida boidinii 18

Komagataella pseudopastoris (Pichia pseudopastoris)!
Candida succiphila

Ogataea nitratoaversa

Ogataea trehalophila

Ogataea trehaloabstinens (Pichia trehaloabstinens)?
Kuraishia capsulata

Kuraishia molischiana

Ogataea saltuana

Kuraishia cidri

Kuraishia hungarica (Candida hungarica)!
Kuraishia ogatae (Candida ogatae)*

Ogataea dorogensis (Pichia dorogensis)!

Ogataea zsoltii (Pichia zsoltii)*

Candia nitratophila

Ogataea deakii

Ogataea pilisensis (Pichia pilisensis)*

Ogataea parapolymorpha

Ogataea polymorpha

RlRr|lkRr|lR|IRINMNIMMIMMIMIVwO|lw| a2 |O

Ogataea cf. trehalophila 2
1. A zaréjelben megadott néven keriilt leirasra
A kozremiikodésiinkkel leirt 1 fajokat, illetve a még leirasra vard 0 fajokat félkovér karakter
jeloli.
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Levelekrdl izolalt metanol-asszimilalo élesztégombak

Az altalunk vizsgalt levelek esetében dusitdshoz felhasznalt minta nagysaga altalaban
10 gramm volt. Faleveleken és néhany lagyszari novény levelén egyarant kimutattuk
metilotrof élesztdgombak jelenlétét egyediili szénforrasként metanolt tartalmazo taplevesben
tortént kétlépcsds dusitast kovetdéen. A 121 minta 55%-arol (67 minta) sikeriilt metanol-
asszimilalo élesztdgombat izolalnunk. Tudomasom szerint errdl sz616 kozleményiink (Péter és
mtsai, 2007a) eldtt senki nem szamolt be Ascomycota térzsbe sorolt metanol-asszimilald
¢lesztdgombak filloszférdban torténd eldéforduldsarol. A leggyakrabban megmintdzott fajok a
tolgyek (Quercus spp., 18 minta), a gyertyan (Carpinus betulus, 18 minta) és a biikk (Fagus
sylvatica, 10 minta) voltak. Osszesen 77 metanol-asszimilalo élesztdgomba torzset izolaltunk,

amelyek fajonkénti megoszlasat a 7. tdbldzat szemlélteti.

7. tablazat. A levelekrdl izolalt metanol-asszimildlo élesztégombdk fajonkénti megoszlasa
(6sszesen 77 torzs)

Faj Az izolalt torzsek szama

SN
SN

Komagataella pastoris

Kuraishia molischiana

Ogataea allantospora

Ogataea dorogensis (Pichia dorogensis)!
Ogataea pignaliae

Candida succiphila

Ogataea saltuana

Ogataea trehaloabstinens (Pichia trehaloabstinens)?
Ogataea nitratoaversa

Ogataea polymorpha

Ogataea trehalophila

Ogataea zsoltii (Pichia zsoltii)!
1. A zaréjelben megadott néven keriilt leirasra
A kozremiikodésiinkkel leirt 0 fajokat, illetve a még leirasra varo 0j fajokat félkovér karakter
jeloli.

PRI IPINDNDNDN M OO O

Hasonldan a fa-exudatumokhoz és a korhadt faanyagokhoz, a levelekrdl izolalt metilotrof
¢lesztdgombak kozott is a Komagataella pastoris fordult el a leggyakrabban. Az izolatumok

57%-a tartozott ehhez a fajhoz, a masodik leggyakoribb faj a Kuraishia molischiana volt
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minddssze kb. 12%-o0s részarannyal. Az Ogataea allantospora-t kizarélag falevélrdl izolaltuk,
annak ellenére, hogy Osszességében tobb mint 400 fa-exudatum és korhadt fa mintat is
vizsgaltunk.

Az O. allantospora-t leir6 kozleményiink (Péter és mtsai, 2007a) megjelenését
kovetden tobb filloszférabol szarmazd 1) metanol-asszimilald élesztogombat is leirtak
Thaif6ldrél (Koowadjanakul és mtsai, 2011; Limtong €s mtsai 2013) és Braziliabol (Santos €s
mtsai, 2015).

A fanedvekbdl, korhadt faanyagokrol €s a filloszférabdl izolalt metanol-asszimilalo
¢lesztbgombak kozott egyarant 50%-ot meghalado részaranyt képviselt a K. pastoris. A fa-
exudatumkban val6 el6fordulasa jol dokumentalt. Phaff és mtsai (1978) szerint a széleslevelil
fik exudatumaiban eléfordulé egyik leggyakoribb faj, amely kozonséges Eszak-Amerika
nyugati részén és Eurdpaban, viszont nem taldlhatd meg Japanban. Feltételezésiik szerint
bizonyos rovarokhoz kotddik az eléforduldsa, amelyek fanedvekbe juttatjak dket, és ezeknek
a rovaroknak a foldrajzi elterjedése korlatozott.

Az aldbbiakban roviden bemutatom az altalunk vagy a kozremuiikodésiinkkel leirt és

korabban még nem targyalt (j metanol-asszimildlo élesztégomba fajokat.

Komagataella pseudopastoris

A Yamada ¢és mtsai (1995) altal a 18S és a 26S riboszémalis RNS részleges nukleotid
bazissorendjeinek eclemzése alapjan a P. pastoris szamara vezették be a Komagataella
nemzetséget. Nyolc évvel késébb az akkor még monotipusos nemzetség egyetlen fajaval, a
rokonsagban allo leiratlan élesztdgomba faj néhany torzsét izolaltuk korhadt fehér fiiz (Salix
alba) mintakrol. A négy torzs K. pastoris-tol vald genetikai eltérését a rRNS kis alegységét
kodolo gén restrikeiods enzim analizise (Dlauchy és mtsai, 1999) is megerdsitette. Mivel az j
faj leirasa idején a Komagataella nemzetség még nem volt altalanosan elfogadott (Kurtzman,
2000), a fajt a Pichia pseudopastoris néven irtuk le (Dlauchy és mtsai, 2003), a publikacio
cimében zarojelben megadtuk a Komagataella nevet is, elérevetitve a faj esetleges késébbi
atsorolasat a Komagataella nemzetségbe, amit Kurtzman (2005b) meg is tett. A fajnév a K.
pastoris-hoz val6 nagyfoki fenotipusos hasonlosagra utal. Bar az ¢€lesztdgomba
taxonomiaban alkalmazott standard fenotipusos tesztek alapjan a K. pseudopastoris nem
kiilonithetd el a K. pastoris-tol, megfigyeltiik, hogy a K. pseudopastoris szaporodasat a
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csersav kisebb koncentracidja gatolja, mint a K. pastoris-ét. A vizsgalataink soran alkalmazott
0,03%-o0s (m/v) csersav koncentraci6 mind a négy K. pseudopastoris paratipus torzs
szaporodasat gatolta, mig a vizsgalatba vont 32 K. pastoris térzs mindegyike képes volt
szaporodni a 0,03% csersavat tartalmazo tapkézegben (Dlauchy és mtsai, 2003). A csersav
szaporodast gatld hatasaval szembeni eltéré érzékenység valdszintlileg Osszefiiggésben van a
K. pastoris és a K. pseudopastoris természetes el6fordulasaval. Mig eredményeink alapjan a
K. pastoris rendszeresen eléfordul (egyéb szubsztratumokon kiviil) a nagy tannin tartalmu
(Hathway, 1958; Salminen és mtsai, 2004) tolgyfa (Quercus spp.) exudatumaban, korhadt
tolgyfan és tolgyfa levélen, a K. pseudopastoris-t, a tobb mint 130 altalunk vizsgalt tolgyfa
eredetl minta egyikébdl sem sikeriilt izolalni. Viszont leirasat kovetden szamos tovabbi
torzsét izolaltuk egyéb fak exudatumabol és korhadt faanyagabol, amelyek szaporodasat
szamos fa exudatumaban, korhadékaban és levelén el6fordul, fehér nyar (Populus alba)
exudatumbol (31 minta) egyszer sem tudtuk izolalni. A fehér nyar exudatumokban az O.
populialbae mellett az egyéb mintakbol leggyakrabban izolalt K. pastoris helyett a K.
pseudopastoris fordult el6, egyeldre ismeretlen okbol.

A K. pseudopastoris-nak a filogenetikai torzsfan valo elhelyezkedését a nemzetség
tagjai kozott, az ITS és a D1/D2 régiok bazissorrend analizise alapjan a 26. dabra szemlélteti.
A nemzetségnek az analizalt filogenetikai markerek €s az adott taxon merités mellett 100%-0s
a statisztikai megbizhatosaga, viszont a torzsfa nemzetségen beliili topoldgidja nem
rendelkezik szamottev statisztikai megbizhatosaggal. A Komagataella nemzetség jelenleg
hét, egymastdl fenotipusos bélyegek alapjan jorészt elkiilonithetetlen fajbol all. A K. pastoris
¢s a K. pseudopastoris elvalasztasara alkalmas csersavtiirésben altalunk észlelt kiilonbségen
kiviil, a K. kurtzmanii-t leszamitva a nemzetség fajait fenotipusos tulajdonsagok alapjan nem
lehet megbizhatdan elkiiloniteni egymastol (Naumov és mtsai, 2018).

A Komagataella nemzetség kiemelkedé biotechnoldgiai jelentéségii, a heterolog
fehérje expressziora alkalmas ,,Pichia pastoris Expressziés Rendszer” kereskedelmi
forgalomban is hozzaférhet6. Mivel azonban, ahogy fent emlitésre keriilt, a Komagataella
nemzetség zomében kriptikus fajokat foglal magaban, és a ,,Pichia pastoris Expresszids
Rendszer” kifejlesztésekor a mult szazad végén még nem volt lehetdség az ahhoz felhasznalt
¢lesztdgomba torzs megbizhatd rendszertani azonositdsara, tisztazasra vart, hogy valdjaban
melyik fajt hasznositottak a ,,Pichia pastoris Expresszios Rendszer” kifejlesztésekor.

Kurtzman (2009) t6bb gén bazissorrendjének az elemzése alapjan kimutatta, hogy a ,,Pichia
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pastoris Expresszios Rendszer”-ben felhasznalt K. (Pichia) pastoris-nak hitt torzs valdjaban
K. phaffii. Gasser és Mattanovich (2018) szerint a legtobb, de nem az 0Osszes, ipari

alkalmazast nyert, ,,Pichia pastoris’-ként megjelolt torzs K. phaffii.

4 Komagataella kurtzmanii
Komagataella phaffii
Komagataella ulmi

Komagataella pastoris

Komagataella populi

100

Komagataella mondaviorum

Komagataella pseudopastoris

Ogataea glucozyma

Pichia membranifaciens

0.1

26. abra. A Komagataella pseudopastoris elhelyezkedése az ITS és a rRNS nagy alegységét
A torzsfa a maximalis valdsziniiség (Maximum Likelihood) modszerével késziilt a Kimura-2
paraméter modellre (Kimura, 1980) alapozva. A legnagyobb logaritmikus valoszintiségii (log
likelihood) torzsfa keriil bemutatdsra. Azon torzsfdk szazalékban kifejezett aranyat,
amelyeken a tarsult taxonok egymas mellet helyezkednek el, az agak mellett feltiintetett
értekek jelzik, amennyiben ez az érték 50%-ndl nagyobb. Az inszercidkat/delécidkat és
hianyz6 adatokat tartalmazé poziciok eltdvolitasra keriiltek. A végsd adatbazis 563 poziciot
tartalmazott. Az Ogataea glucozyma és a Pichia membranifaciens szolgaltak kiilcsoportként
(outgroup). A méretvonal az egy nukleotid poziciora esé szubsztiticiok szamat jeldli.

Uj fajok a Kuraishia nemzetségben

A Kuraishia nemzetség jelenleg ismert fajainak rokonsagi viszonyait a 14. dbra
szemlélteti. A nemzetség Kilenc faja koziil 6t faj leirasaban vettiink részt. A korabban targyalt
K. mediterranea-n kiviil a tobbi altalunk leirt fajt réviden az alabbiakban mutatom be.
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A Yamada és mtsai (1994) altal a P. capsulata szamara bevezetett Kuraishia
nemzetség egyetlen fajarél, a Ku. capsulata-rol kideriilt, hogy genetikailag heterogén. A
fenotipusos bélyegek alapjan anamorf alakjanak tartott (Wickerham, 1970) C. molischiana-rol
kimutattak, hogy enzimeinek elektroforetikus mintazata (Lee és Komagata, 1983), a rRNS-t
alegységének (Suzuki és Nakase, 1999) DNS bazissorrendje is jelentdsen eltér a Ku.
capsulata-étol. A Ku. capsulata és a C. molischiana szamos, 6sszesen 32, torzsét vizsgalva
megfigyeltiik, hogy a két faj rRNS kis alegységét kodold génjének €s a szomszédos ITS-1
régionak restrikcidos enzimekkel torténd emésztése eltérd méreti DNS fragmenteket
eredményezett. A kétféle restrikcidés fragment mintazat korrelalt a D1/D2 régiok nukleotid
bazissorrendjében detektalt kiilonbséggel. Ugyanakkor, tobb C. molischiana torzs
tenyészeteiben aszkospora képzést figyeltink meg. A felsorolt kiilonbségek ¢és a C.
molischiana aszkospora képzése alapjan a korabban a Ku. capsulata ivartalan alakjanak vélt
C. molischiana-t 6nallo fajként irtuk le Ku. molischiana néven (Péter és mtsai, 2005a). Bar a
Ku. capsulata és a Ku. molischiana vonalkod DNS szakaszainak bazissorrendje jelentdsen
eltér egymastol (D1/D2 régidé csaknem 3%, rRNS kis alegységét kodold gén csaknem 2%
eltérés), fenotipus alapu elkiilonitésiik bizonytalan. A Ku. molischiana toérzsek zoéme jol
szaporodik, mig a Ku. capsulata torzsek zome nem szaporodik 37 °C hémérsékleten, de
mindkét esetben ismertek kivételek is.

A Ku. hungarica és a Ku. ogatae fajokat, mivel egyikiik esetében sem sikeriilt
aszkospora képzést megfigyelniink, a leirasukkor érvényes nomenklatiirai szabalyoknak
megfelelden a Candida nemzetségbe soroltuk be (Péter és mtsai, 2003; Péter és mtsai, 2009a).
A C. hungarica leirasakor vizsgalt két torzset eltérd foldrajzi eredetti tolgy (Quercus sp.)
korhadt faanyagarol izolaltuk kétlépcsds, metanol tartalma taplevesben tortént dusitast
kovetden. A harom C. ogatae tdrzset, ugyancsak dusitast kdvetden izolaltuk, kettdt szintén
eltéré foldrajzi eredetli tolgy (Quercus sp.) korhadt faanyagarél, mig a harmadikat a Duna
bazissorrendje minddssze 4-5 szubsztitucioban tér el egymastol, de az ITS régidik kdzott mar
tobb mint 1%, a mitokondridlis RNS kis alegységét kodolod gén (548 nukleotid hosszasagh)
vizsgalt szakaszan pedig 4%-ot meghalad6 eltérést detektaltunk a C. hungarica és a C. ogatae
torzsek kozott (Péter és mtsai, 2009a), ami kell6képpen alatamasztja, hogy két kiilonbozo
fajrol van sz6. A két faj fenotipusos tulajdonsagai is nagyon hasonloak, de C. hungarica-tol

eltéréen a C. ogatae (lassan) erjeszti a trehaldzt és szaporodik 37 °C homérsékleten. A C.
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(Kuraishia) hungarica és a C. (Kuraishia) ogatae az ITS-D1/D2 torzsfan (14. dbra) 97%-0s
valoszintiséggel alkot k6z0s csoportot, aminek harmadik tagja a Ku. piskuri (Kurtzman és
Robnett, 2014b). A Ku. piskuri leirasakor figyelembe vett harom torzset fakon él6 rovarok
uriilékébol izolaltak Floridaban. Kurtzman és Robnett (2014b) 70 fajt magaba foglalo
multigén filogenetikai analizise megerésitette, hogy a C. hungarica és a C. ogatae a
Kuraishia-klad kozeli rokonsagban allo, de eltéré fajai, és az 0j nevezéktani szabalyokat
(Melbourne Code) kovetve a két fajt atsoroltak a Kuraishia nemzetségbe. A leirasuk 6ta sem
tovabbi Ku. hungarica, sem tovabbi Ku. ogatae térzset nem izolaltunk.

Az ITS-D1/D2 torzsfan (14. abra) és a Kurtzman és Robnett (2014b) multigén
filogenetikai elemzése alapjan készitett torzsfan egyarant a Kuraishia nemzetség korai
elagazasat képezi a Ku. floccosa, amelyet az el6z6 két fajnal emlitett okokbol C. floccosa
néven irtunk le (Péter és mtsai, 2006), és ugyancsak Kurtzman és Robnett (2014b) soroltak at
a Kuraishia nemzetségbe. A Ku. floccosa leirasakor két altalunk kocsanytalan tolgy (Quercus
petrea) exudatumabodl izolalt torzson kivil egy MA Lachance altal rendelkezésiinkre

bocsatott, Kanadaban voros tolgy (Quercus rubra) exudatumabdl izolalt torzset vizsgaltunk.

« ey
crer

........

folyékony tapkozegben mutatott pelyhes szaporodasiara wutal. Ezen a morfologiai
tulajdonsagan kiviil szénforras-asszimilacios spektruma is jelent6sen kiilonbozik a nemzetség
tobbi tagjaétol, és a jelenleg ismert Kuraishia fajok koziil a Ku. floccosa az egyetlen, amelyik
nem képes a nitratot asszimildlni. Leirdsa ota, kiterjedt metilotroéf €lesztégomba izolalasi
programunk ellenére, nem sikeriilt tovabbi Ku. floccosa torzseket izolalnunk. A Ku. foccosa-t
¢s a hozza hasonld tulajdonsagu élesztdgombakat Chaucheyras-Durand és mtsai (2008) a
biodizel eldallitdsnak melléktermékeként keletkezd glicerin metanol mentesitésére torténd
felhasznalasra javasoltdk. Ezéltal a toxikus hatdsu metanoltdél mentes glicerin biztonsagosan

felhasznalhatova valna takarmanyozasi célra (Chaucheyras-Durand és mtsai, 2008).

Uj fajok az Ogataea-kladban

Az Ogataea-klad fajai (az Ogataea nemzetség és az azzal rokon Candida fajok)
alkotjak a jelenleg ismert metanol-asszimilalo élesztégombak legnagyobb csoportjat (13.
dbra). A bemutatott torzsfa elagazasainak jo része nem rendelkezik szamottevé statisztikai
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megbizhatosaggal. Multigén-alapi vagy teljes genom szekvencia analizistdl varhatjuk az
Ogataea-klad fajai kozott fennalldé rokonsagi viszonyok statisztikailag megbizhatobb
feltarasat. Az alabbiakban roviden bemutatom a korabban mar targyalt fajokon (O.
histrianica, O. kolombanensis és O. deakii) kiviil azokat az Ogataea-kladba tartoz6 fajokat,
amelyeket mi irtunk le, vagy amelyeknek a leirdsaban kozremiikodtiink.

Az O. dorogensis-t Pichia dorogensis-ként irtuk le két, korhadt vasuti talpfarol izolalt
torzs alapjan (Péter és mtsai, 2003), majd Nagatsuka és mtsai (2008) atsoroltak az Ogataea
nemzetségbe. Az O. dorogensis elkiilonitése néhany Ogataea fajtol (O. pini, O. pilisensis, O.
zsoltii) fenotipusos tulajdonsagai alapjan nehézségbe iitkozik tulajdonsagaik nagymértékii
alapjan egyértelmiien elkiilonithetdé valamennyi ismert ¢lesztogomba fajtol. Az altalunk
készitett torzsfakon (13. dbra, Péter és mtsai, 2003) az O. dorogensis a nemzetség tipusfajaval
(O. minuta) azonos csoportban (szubkladban) helyezkedik el, de szamotevd statisztikai
megbizhatosdg nélkiil. A Kurtzman és Robnett (2010) altal nagy taxon meritésti, multigén
filogenetikai elemzés alapjan készitett torzsfan viszont az O. dorogensis, néhany tovabbi fajjal
egylitt, 100%-os statisztikai megbizhatosaggal alkot egy kis szubkladot az O. minuta-val.
Erdemes megjegyezni, hogy maganak az Ogataea-kladnak sem a rRNS nagy alegységét
elébb emlitett multigén torzsfan (Kurtzman és Robnett, 2010) nincs szamottevl statisztikai
megbizhatdsaga, ezért annak kisebb, jobban koriilhatarolt nemzetségekre osztasa varhato a
jovében. A faj leirasa 6ta néhany tovabbi O. dorogensis torzset izolaltunk névények levelérdl
¢s folyovizbdl (Duna).

Az O. allantospora-t harom torzs alapjan irtuk le (Péter és mtsai, 2007a). Mindharom
torzset lombhullato fak, gyertyan (Carpinus betulus), télgy (Quercus sp.) és kéris (Fraxinus
sp.) levelérdl izolaltuk, egyediili szénforrdsként metanolt tartalmazd tapkozegben tortént
dusitast kovetden. A kiilonbozd levélmintdk egyediili szénforrasként metanolt tartalmazo
taplevesben torténd duasitdsa sordn megfigyeltiik, hogy a leveleket tartalmazo dusitd tapleves
turbiditdsa szamos esetben egyik naprol a masikra hirtelen igen jelentdsen lecsokkent.
Fénymikroszképos vizsgalataink felfedték, hogy a turbiditds hirtelen ¢&s varatlan
csokkenésének az az oka, hogy a dusitd taplevesben, a levelekrdl szarmazo, kiilonbozd
protisztdk bekebelezik az élesztdgombakat. Kiilondsen a csillosok tlintek hatékonynak az
¢lesztbgomba sejtek bekebelezésében. Az nem vildgos, hogy ez a folyamat a természetben, a

levelek felszinén is lejatszodik-e. A protisztak aktivitasat A. Botha (University of Stellenbosh,
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Department of Microbiology) személyes kozlésének megfelelden az elsé dusito tapkdzeg 200
mg/L chloramphenicollal tortént kiegészitésével szoritottuk vissza. A chloramphenicol
alkalmazésa jelentésen novelte a dusitdsos moddszer hatékonysagat. A sikeres (metilotrof
¢lesztdgombat eredményezd) dusitidsok ardnya egyharmadrol 50% folé emelkedett a
chloramphenicol alkalmazasanak koszonhetéen (Péter és mtsai, 2007a). Kézleményiink volt
az els6, amely Ascomycota torzsbe tartozo metilotrof élesztdgombak filloszféraban valo
eléfordulasarol szamolt be. Az O. allantospora a D1/D2 nukleotid szekvencidk elemzésén
alapul¢ filogenetikai torzsfakon az O. dorogensis-szel, és néhany tovabbi, az O. allantospora-
t kovetden leirt fajjal alkot kozos, bar statisztikailag nem megbizhatd csoportot (13. abra,
Péter és mtsai, 2007a). A Kurtzman és Robnett (2010) metanol-asszimilal6 élsztégombakat is
vizsgald multigén-alapt filogenetikai elemzése az O. allantospora-t nem foglalta magaba. Az
O. allantospora aszkuszonként 2-4 konnyen kiszabadulé sporat képez. Egyediilallo
tulajdonsdga a nemzetségen beliil, hogy aszkospodrai allantoid (enyhén hajlott, lekerekitett
végil) alaktak (27. dbra). A faj neve ,,allantospora” is erre utal. Az O. allantospora leirasakor
ismert valamennyi Ogataea faj kalap (vagy félgomb) alaki aszkospoOrat képez, ezért
leirasakor javasoltuk a nemzetség diagndzisdnak modositasat, hogy a DNS vonalkod
szekvencia analizis alapjan az Ogataea-kladba tartozo 0j fajt az Ogataea nemzetségbe
sorolhassuk (Péter és mtsai, 2007a). Késobb Kurtzman és Robnett (2010) a Williopsis
salicorniae-nak a multigén filogenetikai analizis alapjan az Ogataea nemzetségbe torténd
atsorolasakor (Kurtzman és Robnett, 2010) tovabb modositottdk a nemzetség diagndzisat,
hogy gomb alaku, egyenlitéi sikjukban lebenyt viselé (szaturnoid) aszkosporat képzo fajokat
is magaba foglalhasson. Az O. allantospora leirasat kovetden a faj tovabbi két torzsét
1zolaltuk, ugyancsak fak levelérdl.

Az O. trehaloabstinens-t P. trehaloabstinens-ként irtuk le (Péter és mtsai, 2003), és
Nagatsuka és mtsai (2008) soroltak 4t az Ogataea nemzetségbe. A filogenetikai torzsfakon
statisztikailag megbizhato csoportot alkot az O. wickerhamii-val (P. finlandica) és a C. maris-
szal (13. dbra; Péter és mtsai, 2003; Kurtzman és Robnett, 2010). A faj neve
(,trehaloabstinens”) azt jelzi, hogy az Ogatae-klad fajainak tobbségével ellentétben nem
képes a trehalozt hasznositani. Leirdsat harom torzsre alapoztuk. Mindharom torzset a Pilis
hegységbdl szarmazo fa-exudatumbol [kocsanytalan tolgy (Quercus petrea), tolgy (Quercus
sp.), gyertyan (Carpinus betulus)] izolaltuk. Leirasa 6ta tovabbi torzseket izolaltunk korhadt

faanyagrol és levélrol.
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27. dbra. Az Ogataea allantospora tipustdrzse (NCAIM Y.01822T) aszkuszanak
keresztmetszete (kukoricaliszt agar, 25 °C, 21 nap). Transzmisszios elektronmikroszkopos
felvétel. A méretvonal hossza 1 pm (Nagy Barbara felvétele; Péter és mtsai, 2007; a kiado
engedélyével).

Az O. populialbae leirasakor figyelembe vett 19 torzset fehér nyar (Populus alba)
exudatumbol izolaltuk (Péter és mtsai, 2009b). A 19 torzs azonos D1/D2 nukleotid
szekvenciaval jellemezhetd, és a faj leirdsakor a D1/D2 régié nukleotid bazissorrendjének
paronkénti Osszehasonlitasa alapjan az O. wickerhamii volt a legkozelebbi ismert
¢lesztégomba faj, de tobb mint 3% az eltérés a két faj megfelelo DNS bazissorendjei kozott,
és tobb fenotipusos tulajdonsagban is kiilonbdznek. Jelenleg, az azota egy mangd levélrdl
(Thaifold) izolalt torzs alapjan leirt O. kanchanaburiensis (Limtong és mtsai, 2013) az O.
populialbae-hoz legkézelebbi faj mind a paronkénti bazissorrend Osszehasonlitas, mind a
D1/D2 torzsfan (13. abra) elfoglalt pozicio alapjan. Az 0j faj elsé hat torzsét az Alfoldon
(Fiillophéza, Izsak) gyiijtott fehér nyar exudatumokbol izolaltuk. Mivel a tobb, mint 150,
zomében a Pilis hegység térségébdl szarmazo mas fafajokrol gyijtott exudatum mintabol
egyetlen esetben sem tenyészett ki O. populialbae, felmeriilt a kérdés, hogy az 0j faj
elofordulasa a mintak foldrajzi eredetével van Osszefliggésben vagy a fehér nyarhoz kotodik.
Ennek tisztazasa céljabol a Pilis keleti labahoz kozeli Szentendrei-szigeten mintaztunk meg

szamos fehér nyar exudatumot, koriilbeliil 100-110 km tavolsdgra az alfoldi mintavételi
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helyekt6l, és 13 tovabbi O. populialbae térzset izolaltunk, ezaltal bebizonyosodott, hogy a faj
a fehér nyarhoz kotddik, amit nevének megvalasztasakor is figyelembe vettiink. Az O.
populialbae gyakori eléfordulasa a fehér nyar exudatumokban ¢€s hidnya az azonos teriileten
¢16 (szimpatrikus) egyéb fafajok exudatumaiban, azt sugallja, hogy a fehér nyar exudatum
szelektiv élohelyet biztosit az azt benépesitd ¢élesztdgombak szamara. Costa ricai kutatasaik
soran, specifikus, a kdrnyezo fafajokétol eltérd, élesztdgomba kdzosségei miatt szelektiv hatas
érvényesiilését tételezték fel Lachance és mtsai (2001) a Maclura tinctoria nevii fafaj
exudatumaban is. Mint ramutattak a szelektiv hatds érvényesiilhet kozvetleniil az
¢lesztdgombak szaporoddsdnak szintjén, de befolyasolhatja az exudatumokat latogatod és az
élesztégombak vektoraiként szolgalo rovarokat is. Osszességében 31, az alfoldrél és a
Szentendrei-szigetrdl szarmazo, fehér nyar exudatum mintat vizsgaltunk, és metanol tartalma
taplevesben vald dusitast kdvetden 24 mintabol sikeriilt metilotrof élesztdgombat izolalnunk.
A 19 O. populialbae toérzson kivil 6t C. boidinii és két K. pseudopastoris torzset
azonositottunk. Amint korabban mar emlitésre keriilt a fehér nyar exudatum nemcsak azért
specialis, mert eddig kizardlag innen sikeriilt O. populialbae torzseket izolalnunk, hanem
azért is, mert ebbdl a szubsztratumbol (24 metilotrof élesztdre nézve pozitiv minta) egy
esetben sem sikeriilt K. pastoris torzset izolalnunk, amit rendkiviil gyakran izolaltunk egyéb
fa-exudatumokbol; melyekben a torzsek tobb mint 60%-a K. pastoris-nak bizonyult. Izolaltuk
viszont a fehér nyar exudatumokbol az altalunk vizsgalt mintadkbol ritkan kitenyészd K.
pseudopastoris két torzsét. Adataink szerint a fehér nyarfan és a tolgyfan kiviil egyéb fafajok
exudatumaiban tobbszor egyiittesen fordult el6 a K. pastoris és a K. pseudopastoris.

Az O. zsoltii (Péter és mtsai, 2003) és az O. saltuana (Péter és mtsai 2011b) egy nyolc
fajt, koztiik az O. pini-t magaba foglald 69%-os statisztikai megbizhatdsagu csoport tagja a
filogenetikai torzsfan (13. abra). A Zsolt Janos tiszteletére elnevezett O. zsoltii-t egyetlen,
korhadt vasuti talpfardl izolalt, térzs alapjan irtuk le Pichia zsoltii-ként, ezt kovetden két
tovabbi torzsét izolaltuk korhadt gyertyanrol (Carpinus betulus) és hars (Tilia sp.) levélr6l. A
fajt Nagatsuka és mtsai (2008) soroltak at az Ogataea nemzetségbe. Az O. zsoltii gyakorlati
alkalmazast nyerhet az ¢élelmiszeriparban is hasznalatos L-arabin6z eldallitasa soran.
Tipustorzsének felhasznalasaval kukoricarost hidrolizatumbdl a teljes cukor tartalom 90%-at
elérd tisztasagu L-arabindz oldatot allitottak eld (Fehér, 2018; Pencz és mtsai, 2016).

Az O. saltuana leirasaban szereplé négy magyarorszagi izolatuma koziil harmat

kiilonboz6 fafajok korhadt faanyagérdl, egyet pedig kocsanytalan tolgy levelérdl izolaltunk. A
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hazai izolatumok mellett a faj leirdsakor figyelembe vettiink egy fenyordl gytjtott
rovariiriilékbdl (USA) és egy azonositatlan rovar bélcsatornajabol (Bulgaria) szarmazé torzset
is. A D1/D2 régidban 0-2 szubsztituciot figyeltiink meg az O. saltuana torzsek kozott, mig az
ITS régioban az eurdpai izolatumok kozott csupan 1 szubsztituciot detektaltunk, az észak-
amerikai torzs 8-9 szubsztiticidval kiilonbozott az eurdpai izolatumoktol. A D1/D2 domén
szekvencidk paronkénti Osszehasonlitasa alapjan (7-9 szubsztiticio) az O. saltuana
legkozelebbi rokon faja az O. zsoltii. Mivel az ITS régioban az O. saltuana toérzsek kozott
tapasztalt eltérés meghaladja a szokasos intraspecifikus eltérés mértékét (Daniel és mtsai,
2009; Vu és mtsai, 2016), parszimonia (takarékossag) kapcsolathalo-elemzést (parsimony
network analysis) is felhasznaltunk a torzsek kozotti rokonsagi viszonyok vizsgalatara. A
kapcsolathald elemzés eredménye szerint valamennyi O. saltuana torzs tagja volt a
halozatnak a 95%-o0s kapcsolodasi hatarérték alkalmazasa mellett, mig az O. zsoltii tipustorzse
nem (Péter és mtsai 2011b). Ez Lachance és mtsai (2010, 2011a) iranyelve szerint
alatamasztja, hogy az O. saltuana torzsek azonos, az O. zsoltii-tdl eltér6 fajhoz tartoznak. Ezt
a hipotézsit erdsiti meg a két faj ITS régidinak nukleotid bazissorrend 6sszehasonlitasa is (17-
18 bazis eltérés/14-15 szubsztiticid). A faj leirdsa 6ta egy tovabbi torzsét izolaltuk gyertyan
(Carpinus betulus) levélrol.

Az O. pilisensis és az O. nitratoaversa a rRNS nagy alegységét kodold gén D1/D2
alatamasztottsaggal nem rendelkez6 csoport tagja (13. abra). Az O. pilisensis-t P. pilisensis
néven irtuk le egyetlen, a Pilis hegységbdl szarmazo, korhadt tolgyfa (Quercus sp.) mintabol
1zolalt torzs alapjan (Péter és mtsai, 2003), késObb Kurtzman €és Robnett (2010) soroltak at az
Ogataea nemzetségbe. A D1/D2 szekvencidk paronkénti Osszehasonlitdsa alapjan az O.
pilisensis-hez jelenleg legkozelebbi faj az O. cecidiorum, amit Oroszorszagban flizfarol
gyljtott gubacsrol irtak le (Glushakova és mtsai, 2010). Az O. pilisensis leeirasa (2003) 6ta
sem sikertilt tovabbi torzsét izolalnunk.

Az O. nitratoaversa leirasakor harom torzset vettiink figyelembe (Péter és mitsai,
2008), ezek koziil 1-1 torzs korhadt faanyagrol szarmazott [éger (Alnus glutinosa), Pilis
hegység; biikk (Fagus sylvatica) Biikk hegység], egy pedig biikkfa levélrdl (Pilis hegység). A
harom torzs D1/D2 és ITS régidinak DNS bazissorrendje azonos volt. A D1/D2 szekvencidk
paronkénti dsszehasonlitasa alapjan az O. nitratoaversa az O. pilisensis-hez és a C. piceae-
hez all a legkozelebb, mindkét fajtdl minddssze 6t szubsztitucio valasztja el. Az ITS régio

bazissorrendjében viszont mindkét emlitett fajtol 10%-ot meghaladé mértékben kiilonbozik az
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O. nitratoaversa, jelezve, hogy valoban azoktdl eltérd fajrol van szo. Leirasa Ota két tovabbi
O. nitratoaversa torzset izolaltunk korhadt faanyagrol. Az O. nitratoaversa, ahogy erre neve
is utal, nem képes a nitratot egyediili nitrogén forrasként hasznositani. Az Ogataea nemzetség
szamos nitrat-asszimilaciora képtelen ¢élesztdgomba fajt foglalt magédba mar az O.
nitratoaversa leirasakor is. Ilyenek példaul az O. kodamae, az O. dorogensis és az O.
falcaomoraisii. A nemzetséget (Yamada és mtsai, 1994) néhany kalap alakt aszkosporat
képzd nitrat-asszimilalé Pichia faj szdmara hoztak létre a részleges 18S és 26S rRNS
bazissorrendek elemzése alapjan. Ennek ellenére, a nitrat-asszimilaciora képtelen Ogataea
fajok késobbi leirasakor a szerzOk nem valtoztattak a nemzetség diagnézisan. Tovabbi
furcsasag, hogy maga a nemzetség Yamada és mtsai (1994) altal kivalasztott tipusfaja, az O.
minuta is variabilis a nitrat-asszimilacio képességére nézve, és ennek Yamada és mtsai (1994)
i1s tudataban voltak. Ennek az ellentmondasnak a kikiiszobolésére, a nitrat-asszimilaciora
képtelen O. nitratoaversa leirasakor javasoltuk a nemzetség diagndzisaban a ,,Kalium-nitratot
asszimilalja.” kitételt a ,,Nitrat asszimilacidé varidbilis.”-ra valtoztatni. Ez a javaslat, amit
Kurtzman (2011d) is elfogadott, akkor is helytalld6 marad, ha az Ogataea nemzetség
elorelathatd, kisebb nemzetségekre vald felosztasakor az O. nitratoaversa egy masik
nemzetségbe keriil atsorolasra, mivel maga a tipusfaj (O. minuta) nitrat-asszimilalo képessége
1s valtoz6, és tobb azzal kozeli filogenetikai rokonsagban allo6 faj is képtelen a nitrat
hasznositasara.

elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfan egy 86%-0s statisztikai megbizhatosaggal
rendelkezd, hat fajt magaba foglald csoport része (13. dbra). Leirasakor (Péter és mtsai, 2003)
egyetlen, Tajvanbol szarmazd azonositatlan fakéreg mintardl izoladlt torzs allt a
rendelkezésiinkre és az azota eltelt idében sem sikeriilt tovabbi C. suzukii térzset izolalnunk.
A faj mind D1/D2 nukleotid bazissorrendjében, mind fenotipusos tulajdonsagaiban jelentdsen
eltér a kozeli rokon fajoktol. A C. suzukii-t magaba foglalo klad tagja az O. ramenticola, a
nemzetség egyetlen faja, amelyr6l bebizonyosodott, hogy heterotallikus. Az O. ramenticola
nagy statisztikai megbizhatdsaggal (73%) a C. nitratophila-val szomszédos poziciét foglal el
a D1/D2 torzsfan. A The Yeasts: A Taxonomic Study legutobbi kiadasa (Kurtzman és mtsai,
2011a) a C. nitratophila-nak csupan egyetlen, Kaliforniaban feny6rdl (Pinus ponderosa)
gylijtott bogarrol (Dendroctonus monticolae) izolalt térzsérdl tesz emlitést. Mivel az egyediili
szénforrasként metanolt tartalmazo taplevesben valo dusitast kovetden sikeriilt két tovabbi C.

nitratophila torzset izolalnunk lucfeny6é (Picea abies) exudatumbol és erdeifenyd (Pinus
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sylvestris) korhadt faanyagardl, az Anyagok és Modszerek fejezetben leirtak szerint
megvizsgaltuk, hogy az altalunk izolalt C. nitratophila torzsek és a faj tipustorzsének kevert
tenyészetei képeznek-e aszkosporat. Azonban sem a harom torzs kevert tenyészetében, sem az
egyes torzsek tiszta tenyészeteiben nem sikeriilt aszkosporulaciot megfigyelntink.

Két altalunk leirt j Ogataea faj, az O. pignaliae (Péter és mtsai, 2010) és az O.
thermophila (Péter és mtsai, 2007b) esetében C. pignaliae és a C. thermophila torzsek
tenyészeteiben sikeriilt aszkospora képzést indukalnunk, és az akkor érvényes nevezéktani
szabalyoknak megfeleléen az ivaros alakokat 0j fajokként irtuk le. Az O. pignaliae esetében
az aszkosporulaciot a modositott nitrat agar (Pincus és mtsai, 1988) felhasznalasaval sikeriilt
indukdlnunk. Ezt a taptalajt aszkospdra képzés vizsgalatara tudoméasom szerint korabban
senki nem alkalmazta.

Az O. thermophila nem szerepel a 13. dbran, mivel id6 kdzben kidertilt, hogy az O.
polymorpha egyik szinonimja (Kurtzman és Robnett, 2010; Suh és Zhou, 2010). Ezt az O.
thermophila leirasakor nem ismertiik fel, mert 2007-ben az O. polymorpha a Pichia angusta
szinonomja volt és nem allt rendelkezésre D1/D2 vonalkéd DNS szekvencidja a GenBank
adatbazisaban. Ezt kdvetden Kurtzman és Robnett (2010) az ITS, a rRNS nagy alegységét
kodold gén és a transzlacios elongécios faktor 1-o (EF-la) gén bazissorrendjeinek
Osszehasonlitasa alapjan tisztaztak, hogy az O. polymporpha és a P. angusta egymassal kozeli
rokonsagban allo, de kiilonb6z6 fajok, mig az O. thermophila és az O. polymporpha azonos
fajt képviselnek. Suh és Zhou (2010) ITS és D1/D2 nukleotid szekvencia analizis alapjan
megerdsitették Kurtzman és Robnett eredményeit, a Pichia angusta-t uj kombinacioként
athelyezték az Ogataea nemzetségbe és az O. thermophila-t az O. polymorpha szinonimjai
kozott soroltak fel. Az O. (Candida) thermophila-t hagyati fert6zéshez kapcsolddod
fungémiaban szenvedd gyermek vérébdl is izolaltak (Bar-Meir és mtsai, 2006), de akkor még
a szerzOk sem ismerhették fel, hogy egy O. polymorpha térzsrél volt szo. Az O. polymorpha a
legnagyobb homérsékleten szaporodni képes élesztégombak kozé tartozik. Torzsei kozotti
némi eltéréssel maximalis szaporodasi hdmérsklete 49 és 52°C kozotti érték. (Shin és mtsai,
2001; Péter és mtsai, 2007b, Péter és mtsai, 2017b). Azok a mikroorganizmusok, ide értve az
élesztégombakat, amelyek olyan koriilmények kozott képesek szaporodni, amelyek mas
mikroorganizmusok szaporodasat nem teszik lehetdvé, eldnydsek lehetnek potencidlis ipari

alkalmazasuk sordn (Takashima €s mtsai, 2009; Péter és mtsai, 2017b).
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Két uj obligat ozmofil élesztdgomba faj élelmiszerekrol

A legutobbi idokig mindossze egyetlen obligat ozmofil €élesztégomba faj, a C. glucosophila
volt ismert. Nemrégiben azonban két tovabbi ozmofil élesztégomba fajt, Zygosaccharomyces
favi (Cadez és mtsai, 2015) és Schizosaccharomyces osmophilus (Brysch-Herzberg és mtsai,
2019) irtunk le. Mindkét Gjonnan leirt faj egy-egy torzse élelmiszerbdl, sorrendben mézbdl és
aszalt gylimoélcs készitménybdl keriilt izoldlasra, mig a tovabbi torzsek mindkét esetben

méhkenyérrdl, ami megmagyarazza a torzsek eredetét is az élelmiszerekben.

Zygosaccharomyces favi — a masodik ismert obligat ozmofil éleszt6gomba faj mézbol és
méhkenyérbdl

A Zygosaccharomyces nemzetség szamos ¢lelmiszeripari jelentdségl élesztégmba fajt
foglal magaba. A The Yeasts: A Taxonomic Study legutobbi kiadasa hat Zygosaccharomyces
fajt targyal, és azokat fiziologiai sajatsagaik alapjan harom csoportra osztja. A. Z. baillii-t és a
Z. bisporus-t az ¢élelmiszerek tartositasara hasznalt gyenge szerves savakkal szembeni extrém
rezisztencia jellemzi. A Z. lentus és a Z. kombuchaensis a kis hémérséklelet kedveli, lassan
szaporodik 4 °C homérsékleten is. A harmadik csoportba két extrém ozmotolerans faj, a Z.
rouxii és a Z. mellis tartozik (James and Stratford, 2011). A monografia megjelenése ota
szamos uj Zygosaccharomyces faj keriilt leirasra és a nemzetség fajainak szama 12-re boviilt.
Az tGjonnan leirt fajok zome [Z. machadoi (Rosa és Lachance, 2005), Z. gambellarensis
(Torriani és mtsai, 2011), Z. siamensis (Saksinchai és mtsai, 2012), Z. sapae (Solieri és mtsai,
2013)] a filogenetikai torzsfakon az ozmotolerans Z. rouxii-val és a Z. mellis-szel alkot k6z6s
csoportot. Bar a felsorolt fajok ozmotoleransak, valamennyi képes nagy vizaktivitasi
tapkozegben is szaporodni.

Magyarorszagrol szarmazo méhkenyérrdl négy és vegyes propoliszos viragmézbdl egy
olyan élesztégomba térzset izolaltunk 50%-os (m/m) glik6z agaron, amelyek az
¢lesztdgombak tenyésztésére €s fenntartasara rutinszerlien alkalmazott nagy vizaktivitasi
taptalajokon (példaul gliikkoz-pepton-élesztokivonat agar, 5%-os malata kivonat agar,
burgonya-dextr6z agar) nem képesek szaporodni, tehat a The Yeasts: A Taxonomic Study
rendelkeznek. Az o6t torzs alapjan, Z. favi néven, leirtuk a masodik obligat ozmofil

élesztdgomba fajt (CadeZ és mtsai, 2015). A vizsgalt torzsek koziil harom azonos D1/D2
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bazissorrenddel rendelkezett és a masik két torzs is minddssze egy inszercioval/delécidval
kiilonbozott toliikk. A D1/D2 domén szekvencidk paronkénti Osszehasonlitdsa alapjan a Z.
gambellarensis bizonyult a legkdzelebbi leirt fajnak, amely tipustdrzsétdl 6t szubsztitiicioban
tért el az altalunk vizsgalt 6t torzs, ami azt valoszintsitette, hogy eltérd fajokrdl van szo
(Kurtzman ¢és Robnett,1998; Vu ¢és mtsai, 2016). Az ITS régidk felszaporitasaval nyert
termékek DNS bazissorrendjének meghatdrozasa elészor sikertelennek bizonyult, a
kromatogrammokon talalhato dupla ¢és tObbszorés csucsok miatt, amelyek azt
valoszinisitették, hogy az egyes torzsek tobb kiilonboz6 ITS kopiat hordoznak. Ezt a
hipotézist megerdsitette a felszaporitott ITS fragmentek DNS bazissorrendjeinek pGEM-T
vektor rendszerbe inszertalas utani meghatarozasa. Az egyes torzsekbdl 8-12 ITS klon DNS
bézissorrendjét hataroztuk meg és torzsenként 3-8 kiilonboz6 kopiat detektaltunk (Cadez és
mtsai, 2015). Egy adott torzson belili eltér6 ITS kopidkat megfigyeltek mar mas
¢lesztégombak esetében is. A Zygosaccharomyces nemzetségben a Z. rouxii és a Z. sapae
esetében 20%-0t iS meghaladd intragenomikus ITS bazissorrend eltérésrél szamoltak be
(Solieri és mtsai, 2013; Gordon és Wolfe, 2008). A Z. favi esetében azonban az egy torzsbol
szarmazo ITS kopiak kozott zomében csak néhany inszercid/delécio eltérést tapasztaltunk, és
indelek elsésorban a homopolimer régidkban [poli(T) és poli(A)] helyezkedtek el. Szemben a
Z. favi torzseken beliili és azok kozotti kis ITS szekvencia kiilonbségekkel, a Z. favi torzsek és
a Z. gambellarensis tipustorzse kozott koriilbelill 90 nukleotid kiilonbség figyelhetd meg,
amelybdl tobb mint 20 szubsztiticid. A Z. favi torzsek transzlacios elongacios faktor-lo gén
bazissorrendje azonos volt és 13 szubsztitucioban tért el a Z. gambellarensis-étél. A vizsgalt
torzsek D1/D2, ITS és EF-la gén bazissorrendjeinek a Z. gambellarensis homolég DNS
régioival valo Osszehasonlitasa egyiittesen alatamasztotta, hogy azok a Z. gambellarensis-t6l
eltérd fajt képviselnek. A Z. favi-nak a D1/D2 régio bazissorrend elemzése alapjan készitett
filogenetikai torzsfan elfoglalt helyét a 28. dbra szemlélteti. Az abran a Z. mellis és a Z.
gambellarensis altal hatarolt ozmofil éleszték csoportja, amely magaban foglalja tobbek
kozott a nemzetség tipusfajat, a Z. rouxii-t valamint a Z. favi-t is, 100%-os statisztikai
megbizhatosaggal rendelkezik. A Z. favi 99%-os valdszintiséggel alkot egy kisebb csoportot
méhek (Tetragonisca angustula) fészkébdl Brazilidban izolalt Z. machadoi-val ¢és az

Olaszorszagban édes fehérborbdl izolalt Z. gambellarensis-szel.

113



dc_1731 20

Zygosaccharomyces mellis
99[ Vg )
83 Zygosaccharomyces siamensis

53 _Zygosaccharomyces sapae
100| = Zygosaccharomyces rouxii

VE

~Zygosaccharomyces machadoi

99 [Zygosaccharomyces favi

84L_ Zygosaccharomyces gambellarensis

98 [Zygosaccharomyces kombuchaensis

Zygosaccharomyces lentus

73| ——24ygosaccharomyces bisporus

gl Zygosaccharomyces bailii
W[Zygosaccharomyces parabailii

Zygosaccharomyces pseudobailii

Lachancea thermotolerans

—
0.01

28. abra. A Zygosaccharomyces favi elhelyezkedése a rRNS nagy alegységét kodolo gén
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maximalis valosziniiség (Maximum Likelihood) modszerével késziilt a Kimura-2 paraméter
modellre (Kimura, 1980) alapozva. A legnagyobb logaritmikus valoszintiségii (log likelihood)
torzsfa keriil bemutatasra. Azon torzsfak szazalékban kifejezett aranyat, amelyeken a tarsult
taxonok egymas mellet helyezkednek el, az agak mellett feltiintetett értékek jelzik,
amennyiben ez az érték 50%-ndl nagyobb. Az inszerciokat/delécidkat és hidnyzd adatokat
tartalmazo pozicidk eltavolitasra keriiltek. A végsd adatbazis 518 poziciot tartalmazott. A
Lachancea thermotolerans szolgalt kijelolt kiilcsoportként (outgroup). A méretvonal az egy
nukleotid pozicidra esd szubsztituciok szamat jeloli.

Az élesztégomba monografia legutobbi kiaddsaban (Kurtzman és mtsai, 2011a)
targyalt 1265 faj koziil minddssze egy obligat ozmofil, a Tokuoka és mtsai (1987) altal leirt C.
glucosophila (Lachance és mtsai, 2011b). Mivel az obligat ozmofil torzsek fenotipusos
tulajdonsagainak zomét az erre altaldnosan hasznalt modszerekkel nem lehet vizsgéalni, mert
nem szaporodnak vizsgalatokhoz rutinszeriien hasznalt taptalajokon, mas modszereket kellet
kidolgoznunk erre a célra. Kiilondsen a szénforras asszimilacio vizsgalata volt problematikus,
mert a szénforrasok egy részénél, példaul szerves savak, alkoholok, azok toxikus hatdsa miatt
nem emelhetd a koncentracié a vizaktivitas megfeleld szintre csokkentése céljabol. A C.
glucosophila szénforras asszimilaciojanak vizsgalatakor 10% NaCl-dal kiegészitett

tapkozeget hasznaltak (Tokuoka és mtsai, 1987; Lachance és mtsai, 2011b). A Z. favi torzsek
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a 10% NaCl-dal kiegészitett Yeast Nitrogen Base (YNB) tapkozegben gyakorlatilag nem
szaporodtak még a pozitiv kontrollként szolgalo gliikoz jelenlétében sem. A Z. favi torzsek
specialis szaporodasi igényének kielégitésére végiil az anyagok és mddszerek fejezetben leirt
metodikat dolgoztuk ki. Azoknal a teszteknél, ahol ez lehetséges volt, az alkalmazott cukrok
200 (PEG 200) tartalmu tapkozegben teszteltiik. Az 50%-o0s PEG 200 koncentraciot, amely
méréseink szerint kortilbelill 0,94 aw (vizaktivitas) értéknek felel meg, eldkisérleteink alapjan
valasztottuk ki, melyek sordn azt tapasztaltuk, hogy 40% ¢és 60% kozotti PEG 200
koncentraci6 eredményezte a Z. favi torzsek leggyorsabb szaporodasat.

Ugyan a Z. favi csupan a masodik leirt obligat ozmofil élesztégomba, tobb évtizeddel
ezel6tt is beszamoltak mar olyan élesztdgomba torzsrdl, amely megnovelt (10-20%) gliikdz
koncentraciot igényelt a szaporoddsdhoz (Munitis és mtsai, 1976). A térzs mézbdl szarmazott,
¢s morfologiai bélyegek alapjan S. bisporus var. mellis-ként (jelenleg Z. mellis) azonositottak.
Sajnos a szerzok nem tesznek emlitést arrdl, hogy a tdrzset torzsgylijteményben deponaltak
volna, ezért nem allt rendelkezésiinkre, rendszertani azonositasanak nukleinsav bazissorrend
alapu ellendrzésére nem nyilt lehetéség. Koh (1975) arrdl szamolt be, hogy S.
(Zygosaccharomyces) rouxii mutagén kezelését kovetden obligat ozmofil torzseket izolalt,
amelyek nem voltak képesek szaporodni 2% (m/v) gliikkdz tartalmu tapkozegben. A mutans
torzsek egy része azonban reverzion ment keresztiil vagy adaptalhaté volt a 2% (m/v) gliikoz
tartalmt tapkozeghez. Koh eredményei azt jelzik, hogy az ozmofilia és az obligat ozmofilia
kozott nem feltétlentil htizodik éles hatar. Nem zarhato ki, hogy a Z. favi torzsek is
adaptalodhatnak a nagy vizaktivitasu tapkozegekhez, ahogyan az sem, hogy el6fordulhatnak a
természetben a fajnak olyan torzsei, amelyek képesek nagy vizaktivitasu taptalajokon is
szaporodni.

A Z. favi vizsgalt torzsei 10 - 60% (m/m) gliikozt tartalmazoé tapkdzegekben egyarant
képesek voltak szaporodni. A faj tipustorzse lassan és gyengén szaporodott 80% (m/m) PEG
200 tartalmu tapkozegben is, amelynek vizaktivitas értéke méréseink szerint 0,72-nek adodott.
Az altalunk vizsgalt Z. favi torzsek ozmofil tulajdonsaga 6sszhangban all izolalasi forrasukkal
(méhkenyér, méz). A méhkenyér a haziméh (Apis mellifera) dolgozoi altal a 1ép sejtjeibe
gylijtott és kis mennyiségli mézzel befedett, erjedésen keresztiilment viragpor (Gillam, 1979),
melynek vizaktivitasa fliigg a kaptarban fennalldé nedvességtartalomtol. Conklin (2012)
paratartalom méréseire alapozott becslése alapjan arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az altala

vizsgalt kaptarban a méhkenyér vizaktivitdsa soha nem emelkedett 0,7 folé. A méz
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vizaktivitasa 0,6 vagy annal kisebb (Deak, 2008b). Ozmofil sajatsaga miatt a Z. favi
feltételezhetéen Z. rouxii jol ismert romlast okoz6 képességéhez (példaul Pitt és Hocking,

2009) hasonlo potenciallal rendelkezik nagy cukortartalmu élelmiszerek esetében.

Schizosaccharomyces osmophilus — egy hasadé obligat ozmofil élesztégomba

Az  aszkuszos gombak legdsibb, Taprinomycotina, altdrzsébe  sorolt,
Schizosaccharomyces nemzetség ivartalanul hasadassal szaporodo, élesztégombakat foglal
magaba. A The Yeasts: A Taxonomic Study legutobbi kiadasa harom fajt (Sch. japonicus,
Sch. octosporus és Sch. pombe) targyal (Vaughan-Martini és Martini, 2011b). A harom faj
mind fenotipusos, mind genotipusos tulajdonsagaiban nagymértékben kiilonbozik egymastol,
ezért egyes szerzok javasoltdk kiilon nemzetségekbe soroldsukat is (Vaughan-Martini és
Martini, 2011b). Egy tovabbi Schizosaccharomyces faj, a Sch. cryophilus (Helston és mtsai,
2010) a monografia szerkesztésének lezarasa utan Keriilt leirasra. A monografiaban targyalt
harom faj (Sch. japonicus, Sch. octosporus és Sch. pombe) torzseit gyakran izolaljak nagy
cukortartalmu szubsztratumokbdl, ezen beliil szamos Sch. octosporus torzs szarmazik mézbol
¢és aszalt gylimolcsokr6l (Vaughan-Martini és Martini, 2011b). A Sch. cryophilus egyetlen
ismert torzse szintén nagy cukortartalmi szubsztratumrol, méhkenyérrél szarmazik (Helston
¢s mtsai, 2010). Bar a felsorolt fajok ismert torzseinek zO6mét nagy cukortartalmu
szubsztratumrol izolaltdk, valamennyi képes nagy vizaktivitasa, kis cukortartalmi
tapkozegben is szaporodni.

Spanyolorszagbdl szarmaz6 aszalt flige készitménybdl, 30%-o0s (m/m) gliik6z agaron,
egy mikromorfologiai tulajdonsagai alapjan a Sch. octosporus-hoz hasonld, de nagy
vizaktivitasu tapkozegekben szaporodni képtelen €lesztégomba torzset izolaltunk. A torzs
D1/D2 szekvenciaja alapjan egy, a Sch. octosporus-szal kozeli rokonsagban allo, de leiratlan
faj képviseldjének bizonyult. Késébb kiilfoldi kollégdk szdmos tovabbi tdrzset izolaltak
Németorszagban, maganyosan €16 méhek (Osmia rufa és Osmia florisomnis) altal készitett
méhkenyérrdl, amelyeknek a D1/D2 szekvencidja azonos volt az altalunk aszalt flige
készitménybdl izolalt térzs DNS bazissorrendjével és 11 szubsztiticioval (3,5%) tért el a Sch.
octosporus tipustdrzsének D1/D2 bazissorrendjétol. A Z. favi esetében tapasztaltakhoz
hasonldan, az altalunk vizsgalt Sch. osmophilus térzsekrél is kideriilt, hogy kiilonb6z6 ITS
kopidkat tartalmaznak, amelyekbdl klonozast kovetden kilenc kiilonbozé varianst

detektaltunk. A kopiak kozott a fajon beliill megszokottnal nagyobb, maximalisan 1,8%-0S
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bazissorrend kiilonbséget figyeltink meg. A maximalis eltérésnek azonban kb. a fele
inszercid/delécio volt, tovabba a Sch. osmophilus ITS kopianak szekvenciai minimum 30%-
ban tértek el a legkodzelebbi leirt Schizosaccharomyces faj, a Sch. octosporus, tipustorzsének
ITS bazissorrendjétdl. Az RNA-z P gén egy kb. 230 bazispar hosszasagu fragmentjének
bazissorrendjeinek Osszehasonlitasa szintén alatdmasztotta, hogy egy a Sch. octosporus-szal
kozeli rokonsagban 4llo, de attol eltérd fajt képviselnek a spanyol aszalt fiige készitménybdl
¢és a németorszagi méhkenyérbdl izolalt torzsek. A spanyol torzs és a német torzsek kozott
mindossze 2 (szomszédos) indelt figyeltiink meg, mig az 0j faj és a Sch. octosporus
tipustorzsei kozott 8 szubsztitucio €s két indel eltérést tapasztaltunk.

A Sch. osmophilus-nak a D1/D2 régi6é bazissorrend elemzése alapjan készitett
filogenetikai torzsfan elfoglalt helyét a 29. dbra szemlélteti. A Sch. osmophilus a Sch.
octosporus-szal és a Sch. cryophilus-szal alkot egy nagy statisztikai megbizhat6sagi (98%)
csoportot. A Schizosaccharomyces nemzetség is 99%-os statisztikai megbizhatosaggal
rendelkezik.

A harmadik obligat ozmofil élesztégomba fajt, a Schizosaccharomyces osmophilus-t,
kilenc torzs vizsgalata alapjan irtuk le (Brysch-Herzberg és mtsai, 2019). A kilenc vizsgalt
torzsre egyarant jellemzd, hogy nem képesek az élesztdgombak tenyésztésére rutinszerlien
alkalmazott nagy vizaktivitasi taptalajokon szaporodni. Mivel az erjesztés és a szénforras
asszimilacio vizsgalatara altalanosan hasznalt tesztek (Kurtzman és mtsai, 2011c) nem voltak
alkalmasak az obligdt ozmofil torzsek jellemzésére, az erjesztés vizsgalatira hasznalt
tapleveseket 30, az asszimilacios vizsgalatokhoz alkalmazott tapkozegeket pedig 50% (m/m)
szorbittal egészitettiik ki, a tadpkdzegek vizaktivitasdnak csokkentése céljabol. Azért a
szorbitra esett a valasztas, mert eldkisérleteink soran kideriilt, hogy a Sch. osmophilus torzsek
nem képesek ezt a szénforrast asszimilalni.

Ozmofil tulajdonsaga és természetes el6forduldsa miatt a Sch. osmophilus nagy
cukortartalmu élelmiszerek, élelmiszer alapanyagok, mint pl. méz vagy gyliimdlcslé
stiritmények szennyez0 vagy romlast okozé élesztdgombajaként johet szoba. Varhatd, hogy
megfeleld izolalasi és rendszertani azonositasi technikakat alkalmazva tovabbi torzsei

kertilnek izolalasra nagy cukortartalmu élelmiszerekbdl.
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29. abra. A Schizosaccharomyces osmophilus elhelyezkedése a rRNS nagy alegységét kodolo
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a maximalis valoszinliség (Maximum Likelihood) modszerével késziilt a Tamura-Nei
modellre (Tamura és Nei, 1993) alapozva. A legnagyobb logaritmikus valdszintiségii (log
likelihood) torzsfa keriil bemutatdsra. Azon torzsfak szazalékban kifejezett aranyat,
amelyeken a tarsult taxonok egymas mellet helyezkednek el, az dgak mellett feltiintetett
értekek jelzik, amennyiben ez az érték 50%-nadl nagyobb. Az inszercidkat/deléciokat és
hianyzé adatokat tartalmazd poziciok eltavolitasra keriiltek. A végso adatbazis 559 poziciot
tartalmazott. A Saccharomyces cerevisiae szolgalt kiilcsoportként (outgroup). A méretvonal
az egy nukleotid poziciora esd szubsztituciok szamat jeloli.

Metschnikowia viticola — egy j élesztogomba faj sz616r6l

A Metschnikowia nemzetség ismert fajainak szama, a DNS bazissorrend alapt
rendszertani azonositds széleskorii alkalmazasanak koszonhetdéen gyorsan nd. Mig a The
Yeasts, a Taxonomy Study 4. kiadasa csupan 10 fajt (Miller és Phaff, 1998), addig az 5.
kiadas mar 39 fajt targyal (Lachance, 2011), Lachance (2016) pedig mar 81 fajrol tesz
emlitést a Metschnikowia-kladban, igaz ez a szam magaban foglalja a Metschnikowia fajokkal
filogenetikai rokonsagban allo Candida fajokat és néhany még leirasra var6 Metschnikowia
fajt is. A nemzetség leirt fajai szamanak gyarapodasa tovabbra is toretlen. Kurtzman és mtsai
(2018) példaul négy tovabbi Metschnikowia fajt irtak le és hat Metschnikowia-kladba tartozo
Candida fajt soroltak at a nemzetségbe. A Metschnikowia fajokra jellemz6, hogy tii alaka
aszkosporat képeznek, és az fajoknak csupan egy kis részében sikeriilt eddig megfigyelni az
aszkosporak kiszabaduldsat az aszkuszbol (Lachance, 2011).

Egy Egri borvidéken (Noszvaj) gyijtott szol6 (Vitis vinifera) mintar6l izolalt két
¢lesztégomba torzs vizsgalatakor megfigyeltiik, hogy a két torzsbdl felszaporitott, a rRNS Kis

alegységét kodold gént és a szomszédos ITS-1 régiét magdban foglald6 DNS szakasz 6t
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kiilonb6z6 restrikcidos enzimmel torténd emésztése minden esetben a C. kofuensis
tipustorzsével és egy tovabbi torzsével azonos mintdzatot adott. A részletesebb vizsgalatra
kivélasztott torzs D1/D2 domén bazissorrendje pedig mindossze egy szubsztiticioval és egy
magyarorszagi izolatum és a C. kofuenis torzsek fenotipusos tulajdonsagai is nagyon kozel
alltak egymashoz, de a hazai izolatumok a C. kofuensis-szel ellentétben, bar gyengén,
asszimilaltak a hexadekant. Az Egri borvidékrol szarmazo két torzs, higitott (1:9) taptalajokon
(burgonya-dextroz agar és V8 agar) 10 °C vagy 18 °C hémérsékleten torténé 14 napos
inkubalas utan a Metschnikowia fajok egy részére jellemz6 modon a gomb alaku
klamidospdéra és az abbol kitiiremkedd hosszu, henger alakii nyulvany altal alkotott
aszkuszban 1-2 tii alakt aszkosporat képzett. A torzsek izolalasat kovetéen néhany esetben
sikeriilt megfigyelniink az aszkospérak aszkuszbol torténd kiszabadulasat is (30. dabra). Az
aszkospora képzés intenzitdsa a két torzs esetén nagyon eltérd volt, jelezve, hogy a torzsek
nem egymas klonjai annak ellenére, hogy azonos mintabdl szarmaznak. A C. kofuensis
torzsek, bar klamidosporat képeznek, esetiikben a fent leirt korolmények kozott aszkospora
képzést nem sikertilt eléidézniink. Bar a magyarorszagi izolatumok és a C. kofuensis torzsek
18S rRNS-ITS-1 DNS fragmentjének restrikcids enzimmekkel torténd emésztésével nyert
mintdzatok azonossaga ¢s a D1/D2 régio bazssorrendjei kozott detektalt minimalis kiilonbség
valoszinisiti, hogy a magyarorszagi izolatumok a C. kofuensis teleomorf alakjat képviselik,
ennek igazolasara tovabbi, a hipotézist megerdsitd, adatokra van sziikség. A fentiek miatt a
két noszvaji izolatum M. viticola néven torténé leirasakor (Péter és mtsai, 2005b) annak
megallapitasara szoritkoztunk, hogy a C. kofuensis és a M. viticola egymassal kozeli
rokonsagban 4ll6 fajok, amelyek anamorf-teleomorf part alkothatnak. A jelenleg ismert
Metschnikowia-k kozott ugyanis vannak olyan kozeli rokon faj parok, amelyeknek D1/D2
bazissorrendje akar teljesen azonos is lehet (Kurtzman és mtsai, 2018). A fiziologiai
tulajdonsagok nagymértékii hasonlosaga sem jelenti a C. kofuensis és a M. viticola azonos
fajhoz tartozasanak egyértelmii megerdsitését, mivel a Metschnikowia nemzetség fajainak
fenotipusos variabilitasa meglehetésen csekély. Sokszor a DNS szekvencia 6sszehasonlitasok
alapjan egyértelmtien kiilonb6z6 fajok sem kiilonithet6k el egymastdl fenotipus bélyegek

alapjan (Lachance, 2011).
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30. dbra. A Metschnikowia viticola tipustdrzsének (NCAIM Y.01705T) sporuldlé tenyészete
[higitott (1:9) burgonya-dextrdz agar, 10 °C, 14 nap]. A méretvonal hossza 10 um. Baloldali
panel (a) olajcseppeket tartalmazd klamidosporak és tii alaki aszkosporakat tartalmazo
aszkuszok. Jobboldali panel (b) aszkuszbol kiszabadul6 spora (Péter és mtsai, 2005b; a kiado
engedélyével).

Jelenleg mar rendelkezésre all a M. viticola és a C. kofuensis tipustorzsei ITS
régioinak nukleotid bazissorrendje a GenBank adatbazisdban. Ezek 11 szubsztitucioban és két
indelben térnek el egymastol a 383 bazispar hosszisagu Osszerendezett szakaszon, azaz a
korabban tobbszor hivatkozott Utmutatasok figyelembevételével, az ITS szekvenciak
Osszehasonlitdsa nem tamasztja ala, hogy a C. kofuensis és a M. viticola anamorf-teleomorf
part alkotnak. A C. kofuensist a Melbourne Code koncepcidjat kovetve Kurtzman és mtsai
(2018) nemrégiben a Metschnikowia nemzetségbe soroltak, annak ellenére, hogy aszkospora
képzésrol 0k sem szamoltak be. A M. viticola elhelyezkedését az ITS ¢€s D1/D2 szekvenciak
elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfan a 31. dbra szemlélteti. Az elemzésbe vont
fajokat a Kurtzman és mtsai (2018) altal kozolt D1/D2 és transzlacios elongécids faktor 1-a
(EF-1a) gén szekvencidk elemzésébdl levezetett torzsfa alapjan valasztottam Ki. A kivalasztas
alapjaul szolgalo kladban szerepelt még a M. bicuspidata var. californica is, amelyet nem
tudtam figyelembe venni a filogenetikai elemzés soran, mert tipustorzsének ITS
bazissorrendje a GenBank adatbazisdban nem szerepel, az ATCC adatbazisban megtalalhato
szekvencia pedig nyilvanvaléan hibds, mert amennyiben az elemzésbe vontam, a M.
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bicuspidata var. californica a kiilcsoporton (Clavispora lusitaniae) kiviili poziciot foglalt el a
torzsfan (nem keriil bemutatasra). A M. viticola a M. kofuensis-szel és a rovar (Ceraeochrysa
lineaticornis) bélcsatornajabdl ismert M. noctiluminum-mal (Nguyen és mtsai, 2006) alkot
99%-os statisztikai megbizhatdsagu csoportot, amely egy nagyobb, a nemzetség tipusfajat, a

M. bicuspidata-t is magaban foglal6 csoport része (31. abra).

54— Metschnikowia krissii

96| L_ Metschnikowia australis

Metschnikowia zobellii

86

Metschnikowia bicuspidata var. chathamia

rL‘

63 93L Metschnikowia bicuspidata var. bicuspidata

Metschnikowia henanensis

55 Metschnikowia viticola
499[[Metschnik0wia kofuensis
T0LMetschnikowia noctiluminum

Metschnikowia pulcherrima

Clavispora lusitaniae

—
0.1

31. dbra. A Metschnikowia viticola elhelyezkedése az ITS és a rRNS nagy alegységét kodolo

crer

a maximalis valosziniiség (Maximum Likelihood) moddszerével késziilt a General Time
Reversible modellre (Nei ¢és Kumar, 2000) alapozva. A legnagyobb logaritmikus
valdszinliségii (log likelihood) torzsfa keriil bemutatasra. Azon torzsfak szdzalékban kifejezett
aranyat, amelyeken a tarsult taxonok egymdés mellet helyezkednek el, az agak mellett
feltiintetett  értékek jelzik, amennyiben ez az érték 50%-nal nagyobb. Az
inszerciokat/delécidkat és hianyzo adatokat tartalmazd poziciok eltdvolitasra keriiltek. A
végsO adatbazis 762 poziciot tartalmazott. A Clavispora lusitaniae szolgalt kiilcsoportként
(outgroup). A méretvonal az egy nukleotid pozicidra es6 szubsztiticiok szamat jeloli.

A M. viticola két ismert torzsét sz616 (Vitis vinifera) bogyorol izolaltuk, mig a C.
(Metschnikowia) kofuensis leirasaban szerepld torzsei Japanban gytijtott vadszold (Vitis
coignetiae) bogyokrol szarmaztak (Mikata és mtsai, 1999). A M. viticola-nak, bar ismert
torzseit szO6lordl izolaltuk, nem biztos, hogy a sz616 bogyd az elsddleges €ldhelye, mivel a
vizsgalt 18 sz6l6 minta koziil minddssze egy mintabol sikeriilt izolalnunk, mig a M.
pulcherrima-t a mintdk harmadaban megtalaltuk. Amennyiben a bor készitésében barmilyen
szerepet jatszik, az valoszinlileg elsOsorban az erjesztés beinditasaban és, B-gliikozidaz
aktivitasa miatt, aromaanyagok felszabaditasaban nyilvanulhat meg. Mivel pulcherrimint nem

termel, erre alapul6 antagonista hatast nem fejthet ki.
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Pichia sporocuriosa — egy egyediilallé aszkospora morfologiaval rendelkezo uj
élesztégomba faj rambutanrol

Malajziabdl szarmazé rothado, erjed6é rambutanrol (Nephelium lappaceum) egy, a 18S
rRNS gén részleges szekvenciaja alapjan a Pichia nemzetségbe tartozo, de valamennyi ismert
fajtol eltérd élesztdgomba torzset izolaltunk. A 18S rRNS gén bézissorrendjének paronkénti
Osszehasonlitasa alapjan az 0j faj leirasakor (Péter és mtsai, 2000) a Pichia nemzetség
tipusfaja, a P. membranifaciens volt a hozza legk6zelebbi ismert élesztégomba faj, amelyt6l
10 szubsztitacidval és 4 indellel tért el a vizsgalt 515 bazispar hosszusagi DNS fragment
mentén. Az Uj faj leirasakor ismert egyetlen torzsének érdekessége, hogy minden eddig ismert
¢lesztégomba aszkospoOrajatol eltéré aszkosporat képez (32. dbra), ezért a P. sporocuriosa
nevet adtuk a fajnak. Az aszkosporak gomb alaktak, érdes feliiletiiek és elagazd lebenyek
helyezkednek el rajtuk. A faj leirasakor, a 32. dbran bemutatott transzmisszios
elektronmikroszkdpos felvételek alapjan ugy gondoltuk, hogy a spdrdk felszinén talalhato
lebenyek egy része nem teljesen futja korbe a sporak felszinét. Mikata (2001) kivalod
Mindségii pasztazod (scanning) elektronmikroszkopos felvételei alapjan azonban ugy tlinik,
hogy a P. sporocuriosa sporait, korabbi feltételezésiinkkel ellentétben, valdsziniileg csupan
egyetlen, de egyes sporak esetében elagazo lebeny futja korbe olykor tobbszor is, gyakran s-
alakt elrendezddést mutatva. Mikata (2001) is megerdsitette, hogy az 0Osszes ismert
¢lesztégombaval ellentétben a P. sporocuriosa sporait 6vezd lebenyek nem zarddnak
gylrtivé, hanem szabad végekkel rendelkeznek. A Pichia nemzetségbe 2000-ben ¢és jelenleg
besorolt fajok zome is kalap alku aszkosporat képez, bar voltak és jelenleg is vannak gémb
alakt sporat képzo Pichia fajok is. A nemzetség jelenleg elfogadott fajai koziil példaul a volt
Issathenkia fajok, a P. exigua, a P. kudriavzevii, a P. occidentalis, a P. scutulata és a P.
terricola képeznek gomb alaku aszkosporat, azonban ezeknek a fajoknak az aszkosporain
nem talalhatoak lebenyek. A nemzetség tipusfaja (P. membranifaciens) is képezhet gomb laka
aszkosporat egyenlitdi sikban elhelyezkedd lebennyel vagy a nélkiill. A gdomb alak érdes
aszkospora, amelyet tObbszorosen korbefutod, olykor elagazd, de onmagaba nem visszazar6do

lebeny o6lel korbe, a mai napig kizardlag a P. sporocuriosa esetében keriilt megfigyelésre.
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32. dbra. Az Pichia sporocuriosa tipustdrzse (NCAIM Y.01708") aszkuszainak metszete
(burgonya-dextroz agar, 25 °C, 14 nap). Transzmisszids elektronmikroszkopos felvétel. A
méretvonal hossza 0,5 um. Csillag Ferencné és Nagy Barbara felvétele. (Péter és mtsai, 2000;
a kiad6 engedélyével).

Mivel a P. sporocuriosa leirasakor még nem volt nyilvanvalo, hogy az élesztégombak
elsddleges vonalkod szekvencidja a rRNS nagy alegységét kodold gén D1/D2 régidja lesz, a
faj rendszertani helyét a rRNS kis alegységét kodold gén részleges bazissorrendje alapjan
hataroztuk meg. A P. sporocuriosa rendszertani helyét a D1/D2 szekvenciak elemzése (33.
abra) és a multigén filogenetikai elemzések (példaul Kurtzman és mtsai, 2008; Kurtzman,
2011e) is a Pichia nemzetségben, annak tipusfajahoz kozel jelolik ki. Az, hogy a P.
sporocuriosa leirasakor nem hataroztuk meg a tipustorzs D1/D2 szekvenciajat, azzal a
sajnalatos kovetkezménnyel jart, hogy a D1/D2 szekvencia hianya miatt Thanh és mtsai
(2003) licsi (Litchi chinensis) gylimolesot karositd moly (Conopomorpha cramellera)
uriilékébol izolalt torzsek alapjan Issatchenkia hanoiensis néven ujra leirtdk a fajt. Az
Issatchenkia hanoiensis-rél késébb Kurtzman és mtsai (2008) mutattak ki a P. sporocuriosa-
val megegyezd D1/D2, ITS ¢és a mitokondridlis rRNS kis alegységét kodold gén
bazissorrendjei alapjan, hogy a P. sporocuriosa-val azonos faj, és annak szinonimjava
soroltak be. Ez az eset is alatdmasztja a vonalkdd szekvencia adatbazisok folyamatos
karbantartasanak fontossagat. Thahn és mtsai (2003) az Issatchenkia hanoiensis leirasakor
fénymikroszkopos megfigyeléseik alapjan gomb alakt érdes aszkosporakrdl szamoltak be, a
sporak felszinén talalhaté lebenyrdl nem tettek emlitést, igaz a P. sporocuriosa esetében is
elektronmikroszkopos felvételek tanulmanyozasara volt sziikség a sporakat 6vezd lebenyek

részletes megfigyelésére (Péter €s mtsai, 2000).
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33. abra. A Pichia sporocuriosa elhelyezkedése a rRNS nagy alegységét kodolo gén D1/D2

crer

maximalis valoszinliség (Maximum Likelihood) modszerével késziilt a Tamura-Nei modellre
(Tamura és Nei, 1993) alapozva. A legnagyobb logaritmikus valdoszintiségii (log likelihood)
torzsfa keriil bemutatasra. Azon torzsfak szdzalékban kifejezett ardnyat, amelyeken a tarsult
taxonok egymds mellet helyezkednek el, az 4gak mellett feltlintetett értékek jelzik,
amennyiben ez az érték 50%-nal nagyobb. A végsd adatbazis 478 pozicidt tartalmazott. Az
inszercidkat/deléciokat és hidnyzo adatokat tartalmazd pozicidk eltavolitdsra keriiltek. A
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Saccharomyces cerevisiae szolgalt kiilcsoportként (outgroup). A méretvonal az egy nukleotid
poziciora es6 szubsztitiiciok szamat jeldli.

A P. sporocuriosa valamennyi ismert torzse romlott gyiimolesrl (Péter és mtsai,
2000) vagy rovar altal karositott gyiimolcshoz k6tddd szubsztratumrdl (Thanh és mtsai, 2003)
kerilt izolalasra. A P. sporocuriosa fiziologiai tulajdonsagai hasonldéak a P. membranifaciens
tulajdonsagaihoz, csakiigy, mint néhany tovabbi Pichia fajéhoz. A hasznositott szénforrasok
kis szdma miatt fenotipusos tulajdonsagaik alapjan torténd elkiilonitésiik nehézkes. A
nagymértékii fenotipusos hasonlosag miatt a P. sporocuriosa feltételezhetéen a P.
membranifaciens-hez hasonld szerepet tolthet be gyiimolesokon. A P. membranifaciens,
ugyan nem tul gyakran, de el6éfordul kiilonb6zd gyiimdlesok felszinén, és azok romlasat is

okozhatja (Dedk, 2008).

Cutaneotrichosporon suis — egy lipolitikus aktivitassal rendelkezo6 ij bazidiumos
élesztogomba faj

A nemrégiben bevezetett Cutaneotrichosporon nemzetség (Liu és mtsai, 2015a) a
bazidiumos gombak Agaricomycotina altdrzsének Trichosporonaceaae csaladjaba tartozik. A
Cutaneotrichosporon nemzetség az egykor Trichosporon cutaneum-ként ismert és az azzal
kozeli rokonsagban allo fajokon kiviil tobb, kordbban a Cryptococcus nemzetségbe sorolt fajt
(Cr. arboriforme, Cr. curvatum, Cr. cyanovorans, Cr. daszewskae, Cr. haglerorum) is
magaba foglal. Mig a korabbi Trichosporon fajok valodi hifat és artrokonidiumot képeznek, a
korabban a Cryptococcus nemzetségbe sorolt fajok nem képeznek artrokonidiumot, kettd
koziiliik (Cut. curvatum, Cut. cyanovorans) még valodi hifat sem.

Lejart szavatossagi idejii daralt sertéshusrol egy a D1/D2 szekvencidk 0sszehasonlitasa
alapjan a Cutaneotrichosporon nemzetségbe tartozo leiratlan fajt képvisel6 élesztégomba
torzset izolaltunk. A GenBank adatbazisaval valo Gsszevetés eredményeként egy tovabbi, az
altalunk izolalt torzzsel azonos D1/D2 szekvenciaval rendelkezd élesztdgomba torzset
talaltunk. Ezt a torzset egy franciaorszagi tejlizem levegdjébdl izolaltak, és az ITS
szekvencidja is megegyezett a Magyarorszagon daralt sertéshiisbol izolalt torzs megfeleld
bazissorrendjével. A DNS szekvencidk paronkénti Osszehasonlitdsa alapjan a két torzs az
ismert fajok koziil a Cut. curvatum-mal all a legkdzelebbi rokonsagi kapcsolatban, attol a
D1/D2 és az ITS régiokban, sorrendben hat szubsztiticioval, illetve 11 szubsztitucioval és

harom indellel tér el. Ezek az eltérések a széles korben elfogadott tutmutatok (Fell és mtsai,
125



dc_1731 20

2000; Daniel és mtsai, 2009; Vu ¢és mtsai, 2016) alapjan jelzik, hogy a két térzs a Cut.
curvatum-mal kozeli rokonsagban allo, de attdl eltérd fajt képvisel. Az j fajt tipustdrzsének
eredetére (sertéshus) utalva Cutaneotrichosporon suis-ként irtuk le (Péter és mtsai, 2019b). A
Cut. suis-nak az ITS és D1/D2 régiok bazissorrend elemzése alapjan készitett filogenetikali

torzsfan elfoglalt helyét a 34. dbra szemlélteti.

90 Cutaneotrichosporon jirovecii

Cutaneotrichosporon oleaginosum
Cutaneotrichosporon cutaneum
Cutaneotrichosporon debeurmannianum
Cutaneotrichosporon mucoides

99 Cutaneotrichosporon dermatis

—— Cutaneotrichosporon moniliiforme

99 69 Cutaneotrichosporon smithiae

99 L Cutaneotrichosporon terricola

Cutaneotrichosporon arboriforme

97 Cutaneotrichosporon haglerorum

Cutaneotrichosporon guehoae
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— Cutaneotrichosporon cyanovorans

Cutaneotrichosporon suis

100
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Haglerozyma chiarellii
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34. dabra. A Cutaneotrichosporon suis elhelyezkedése az ITS és a rRNS nagy alegységét
torzsfa a maximalis valosziniiség (Maximum Likelihood) modszerével késziilt a Tamura 3-
paraméter modellre (Tamura 1992) alapozva. A legnagyobb logaritmikus valosziniiségii (log
likelihood) torzsfa keriil bemutatdsra. Azon torzsfak szazalékban kifejezett aranyat,
amelyeken a tarsult taxonok egymas mellet helyezkednek el, az agak mellett feltiintetett
értekek jelzik, amennyiben ez az érték 50%-nadl nagyobb. Az inszercidkat/deléciokat és
hianyzo6 adatokat tartalmazé pozicidk eltavolitasra keriiltek. A végsd adatbazis 1012 poziciot
tartalmazott. A Trichosporon ovoides szolgalt kiilcsoportként (outgroup). A méretvonal az
egy nukleotid pozicidra esd szubsztituciok szamat jeldli.

A Cut. suis a Cut. curvatum-mal és a Cut. cyanovorans-szal képez egy 100%-0S

statisztikai megbizhatosadgu csoportot. Mindharom fajra jellemzd, hogy a nemzetség legtobb
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fajatol eltéréen, nem képeznek valodi hifat. A Cut. suis-szal legkozelebbi rokonsagban allo
Cut. curvatum valtozatos izolaldsi forrdsai kozé tartoznak a melegvérii allatokhoz és az
emberhez kothetd szubsztratumok, és a faj élelmiszerekkel és élelmiszerromlassal is
Osszefiiggésbe hozhato (Fonseca és mtsai, 2011). A Cut. suis két ismert torzse koziil az egyik
sertéshusrol szarmazik, a masik pedig tejiizem leveg6jébdl. A tejiizemben is melegvéri allati
terméket dolgoznak fel szintén melegvérti emberek, ezért bar csupan két tdrzse ismert az 0j
fajnak, a melegvért allatokkal vald kapcsolat valosziniisithetd. Ezt a feltételezést tdmasztja
ala az is, hogy a GenBank adatbazisaban egy az 0j fajéval azonos ITS bazissorrenddel
rendelkezd eukaridta DNS klon szekvencidja is megtalalhato, amelynek eredete ,,egészséges
emberi széklet” (Nash és mtsai, 2017), bar a szekvencidk kozotti atfedés mindossze 64%. A
Cut. suis esetleges patogenitasara eddig semmi nem utal, és mindkét ismert torzse képtelen
szaporodni  35°C hoémérsékleten. Allati eredetii élelmiszercken vald eléfordulasa

prognosztizalhato, amelyeken zsirbont6 képességénél fogva esetleg romlést okozhat.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Hatékony, a korabbiaktol eltéré elvi alapon nyugvé, modszert dolgoztunk Ki

Saccharomyces torzsek izolalasara sz6lobogyorol (Péter és mtsai, 2011a). Mig a
korabban leirt eljarasok szerint a sz616 laboratériumi korilmények kozott végzett
préselését és az igy nyert must spontan erjesztését vagy nagy etanol tartalmu
tapkozegben torténd dusitasat kovetben izolaljak a Saccharomyces torzseket, az
altalunk kidolgozott moédszer lényege, hogy 10% (v/v) metanollal kiegészitett
taplevest alkalmazunk a sz0l6 dusitdsara. A modszer elméleti alapjaul az a
megfigyelés szolgal, hogy a Saccharomyces torzsek az etanolhoz hasonldéan a metanolt
is nagyobb koncentracidban tolerdljak, mint a sz6l6n fellelhetd egyéb élesztdgombak
tobbsége. Mivel az ismert Saccharomyces fajok, szemben az etanollal, nem képesek a
metanolt hasznositani, nincs elvi lehetéség a metanol koncentracié csokkenésére a
dusité tapkozegben a dusitas sordn. Az altalunk kidolgozott médszer az irodalmi
adatokkal vald Osszevetés alapjan hatékonyabb a must laboratériumi koriilmények
kozott végrehajtott spontan erjesztésére alapozott modszereknél.

Uj, az élesztégomba sejteknek vizes fazisba juttatisan alapulé, moédszert
dolgoztunk ki, és alkalmaztunk eredményesen élesztogombak olivaolajbdl torténé
izolalasara, amely az olaj mikrobiologiai minéségének ellendrzésre is alkalmas
lehet (Péter és mtsai, 2017a). Mivel az olivaolaj mintak feldolgozasa nehézkes,
kiilonosen akkor, ha a kis élesztdgomba szdm miatt a minta sziirése valik szlikségesse,
az olivaolaj azonos mennyiségii steril desztillalt vizzel torténd kiegészitése és alapos
Osszerdzasa utdn centrifugalas segitségével a vizes fazisba juttattuk az élesztégomba
sejteket. A feliiliszo eltavolitasa és az tliledék vizes fazisban torténd szuszpendaldsa
sz¢élesztést vagy membransziirést kovetden tenyésztettiik ki az élesztégombakat az
olivaolaj mintakbdl.

Elsoként alkalmaztunk sikeresen egyediili szénforrasként hexadekant
tartalmazo, kis (3,5 — 3,6) pH-ju tapkozegben torténé tobblépcsds disitast a
Yarrowia nemzetségbe tartozé élesztogomba torzsek izolalasara (Nagy és mtsai,
2013, Péter és mtsai, 2019a). Mivel az eddig leirt Yarrowia fajok kivétel nélkiil
asszimilaljak a hexadekant, azon ismert élesztégombaknak viszont, amelyeknél a

hexadekan asszimilaciora vonatkozd adat rendelkezésre all, csak korilbeliil 10%-a
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rendelkezik ezzel a tulajdonsaggal, a Yarrowia torzsek izolalasanak esélye jelentésen
megnd egyediili szénforrasként hexadekant tartalmazo6 tapkdzegben torténd dusitast
kovetden.

A levelekrol szirmazé metilotréf élesztégombak metanol-tartalmi tapkozegben
valé dusitasa soran megfigyeltiik, hogy Kkiilonb6zé protisztak, elsésorban
csillésok, bekebelezik az élesztogombakat, ezaltal a nagymértékben csokkentik a
dusito tapleves turbiditasat (Péter és mtsai, 2007a). A protisztak aktivitasat A.
Botha (University of Stellenbosh, Department of Microbiology) javaslatat
kovetve, a dusito tapkozeg 200 mg/L chloramphenicollal valé kiegészitése
segitségével sikeresen szoritottuk vissza a dusito taplevesben (Péter és mtsai,
2007a), aminek eredményeként levelek esetében 33%-rol 50% folé emelkedett a
sikeres (metanol-asszimilalé élesztégombat eredményezd) dusitasok részaranya.
Aszkospora képzés vizsgalatira korabban nem hasznilt tapkozegek
alkalmazasaval néhany esetben (Yarrowia porcina/YES agar, Ogataea
pignaliae/modositott nitrat agar) aszkospora képzést indukaltunk olyan fajok
esetében is, amelyek mas taptalajokon nem képeztek aszkosporat (Nagy és mtsai,
2014; Péter és mtsai, 2010).

A The Yeasts: A Taxonomic Study aktualis (5.) kiadasaban leirt modszereket
sikeresen moédositottuk az obligat ozmofil élesztogombak fenotipusos
tulajdonsagainak vizsgalatara (CadeZ és mtsai, 2015). Azoknal a teszteknél, ahol ez
asszimilaciot pedig 50% (m/m) polietilén-glikol 200 (PEG 200) tartalmu tapkozegben
teszteltiik (Cadez és mtsai, 2015).

Kilenc, a tudomany szamara ismeretlen élesztégombafaj jelenlétét mutattuk ki
olivaolajban és olivaolaj iiledékben, amelyek koziil hatot mar uj fajként irtunk le.
Ezek a kovetkezOk: Candida molendinolei, C. adriatica (Cadez és mtsai, 2012),
Ogataea histrianica, O. kolombanensis (Cadez és mtsai, 2013), Kuraishia
mediterranea (CadeZ és mtsai, 2017), Brettanomyces acidodurans (Péter és mtsai,
2017a). Fenotipusos tulajdonsagaik alapjan, elorejelzést adtunk az egyes
fajoknak az olivaolaj mindségére gyakorolt hatasarol.

Els6ként izolaltuk az olajfak korai elhalasaban szerepet jatszo Pseudopheomoniella

oleae torzseit a tipustorzs eredetétél (hervadd olajfa ag feketére szinez6dott farésze,
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10.

11.

12.

13.

Olaszorszag) eltéré szubsztratumrol és foldrajzi helyrdl, Spanyolorszagbol szarmazo
olivaolajbdl (Péter és mtsai, 2017a) és Szlovéniabol szarmazé olivaolaj {iledékbol.
Zomében melegvéru allatokbol késziilt élelmiszerekbél izolalt torzsek alapjan
négy uj, a Yarrowia-kladba tartozo élesztégomba fajt (C. galli, Y. divulgata, Y.
porcina, Y. bubula) irtunk le (Péter és mtsai, 2004; Nagy és mtsai, 2013, 2014),
koztik az elsd, és eddig egyetlen olyan Yarrowia fajt (Y. porcina), amelynek
aszkosporai tokanyagba agyazodnak. Kimutattuk, hogy az altalunk leirt négy uj
élesztogomba faj, a Y. lipolytica-hoz hasonloan, erés lipolitikus és proteolitikus
aktivitassal rendelkezik, és tirozin tartalmu tapkozegben barna pigmentet termel,
ezért az élelmiszerek mindségére varhatéoan legalabb részben hasonlé hatast
gyakorol, minta Y. lipolytica.

Egyediili szénforrasként metanolt tartalmazé tapkozegben valéo kétlépcsos
dusitast kovetéen nagy hatékonysaggal izolaltunk metanol-asszimilalo
élesztogombakat Kkiilonb6z6 természetes szubsztratumokbol és élelmiszerekbdol.
Az izolatumok kozott szamos korabban ismeretlen faj is szerepelt, amelyek koziil
20-at mar uj fajként irtunk le (Cadei és mtsai, 2013, 2017; Dlauchy és mtsai,
2003; Péter és mtsai 2003, 2005a, 2006, 2007a, 2007b, 2008, 2009a, 2009b, 2010,
2011Db).

Az egyediili szénforrasként metanolt tartalmazoé tapkozegben valo kétlépcsés
dusitasos eljaras alkalmazasanak eredményeként elsoként izolaltunk
filloszférabol Ascomycota torzsbe tartozo metanol-asszimilalo ¢lesztogombakat
(Péter és mtsai, 2007a).

Leirtuk a Komagataella-klad masodik fajat, a kiemelked6é biotechnologiai
jelentéségii Komagataella pastoris-szal kozeli rokonsagban allo Pichia
(Komagataella) pseudopastoris-t. Megfigyeltiik, hogy a csersavra érzékeny
Komagataella pseudopastoris, ellentétben a K. pastoris-szal, nem fordul el a nagy
csersavtartalmu tolgyfak (Quercus spp.) exudatumaban, korhadékaban és levelén
(Dlauchy és mtsai, 2003).

Tovabbi specifikus osszefiiggéseket tartunk fel a fa-exudatumokban eléfordulo
metanol-asszimilalé élesztégombak és a gazdanovények kozott, az Ogataea
populialbae-t kizarolag fehér nyar (Populus alba) exudatumbdl izolaltuk, ahol ez a faj
volt a leggyakoribb metilotrof élesztégomba, ugyanakkor a K. pastoris egyetlen

torzsét sem sikeriilt fehér nyar exudatumbol izolalnunk (Péter és mtsai, 2009b).
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Ot 1j, a Kuraishia-kladba tartozé élesztégomba fajt (K. hungarica, K. molischiana,
K. floccosa, K. ogatae, K. mediterranea) irtunk le, részben kiilfoldi tarsszerzokkel, a
korabbi nevezéktani szabalyoknak megfeleléen egy résziiket Candida-ként (CadeZ és
mtsai, 2017; Péter és mtsai 2003, 2005a, 2006, 2009a).

Tizennégy uj, az Ogataea-kladba tartozé fajt (C. suzukii, O. trehaloabstinens, O.
pilisensis, O. dorogensis, O. zsoltii, O. thermophila, O. allantospora, O. nitratoaversa,
O. populialbae, O. pignaliae, O. saltuana, O. kolombanensis, O. histrianica, O.
deakii) irtunk le, részben kiilfoldi tarsszerzékkel, egy résziiket a leiras idépontjaban
altalanosan elfogadott nemzetségekhez igazodva, Pichia-ként, egy fajt pedig Candida-
ként (Cadei és mtsai, 2017; Péter és mtsai 2003, 2007a, 2007b, 2008, 2009b, 2010,
2011b).

Az Ogataea allantospora leirasakor ismert valamennyi Ogataea faj kalap (vagy
félgomb) alaku aszkospodrat képez, amit az akkor érvényes diagnozis is tiikkrozott.
Ezért javasoltuk az Ogataea nemzetség diagnozisanak moédositasat, hogy a
filogenetikai elemzések alapjan a nemzetséghez tartozo, allantoid (enyhén hajlott,
lekerekitett végii) aszkosporat képzoé O. allantospora-t is a nemzetségbe
sorolhassuk (Péter és mtsai, 2007a).

Annak ellenére, hogy az Ogataea nemzetség szamos nitrat-asszimilaciora képtelen
¢lesztbgombat tartalmaz, korabbi diagnozisa (Yamada és mtsai, 1994) szerint a
,Kalium-nitratot asszimilalja.” Ezért javasoltuk az Ogataea nemzetség
diagnozisanak modositasat, hogy a filogenetikai elemzések alapjan a
nemzetséghez tartozé O. nitratoaversa-t is a nemzetségbe sorolhassuk, valamint
feloldjuk az ellentmondast a nemzetség diagnozisa és egyes, a nemzetségbe sorolt
fajok nitrat-asszimilalé képességének hianya kozott (Péter és mtsai, 2009a).
Vegyes viragmézbol és méhkenyérbdol izolalt torzsek alapjan, Zygosaccharomyces
favi néven, leirtuk a masodik (CadeZ és mtsai, 2015); aszalt fiige készitménybél és
maganyosan ¢€l6 méhek altal készitett méhkenyérbél izolalt torzsek alapjan,
Schizosaccharomyces osmophilus néven, a harmadik ismert obligat ozmofil
élesztogomba fajt (Brysch-Herzberg és mtsai, 2019).

Egy uj Metschnikowia fajt (M. viticola) irtunk le sz616 bogyordél és dokumentaltuk
spordjanak kiszabadulasat az aszkuszbol (Péter és mtsai, 2005b).

Rothadd, erjedé rambutanrol, Pichia sporocuriosa néven, leirtuk az elsé és eddig

egyetlen élesztogomba fajt, amely gomb alaku, érdes aszkosporat képez,
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21.

amelynek felszinén néhol eligazé az aszkosporat tobbszorosen korbefuto, de
gylirivé nem zarodé lebeny talalhaté. A P. membranifaciens-hez valo
nagymértékii fenotipusos hasonlésaga miatt, a P. sporocuriosa gyiimélcsokon
betoltott szerepe hasonlo lehet a P. membranifaciens-éhez (Péter és mtsai, 2000).

A nemrégiben felallitott Cutaneotrichosporon nemzetség egy 1j fajat, Cut. suis,
irtuk le egy daralt sertéshusbol és egy franciaorszagi tejiizem levegdjébol
szarmazé torzs alapjan. A Cut. suis mindkét ismert torzse lipolitikus aktivitassal
rendelkezik, ami hatassal lehet az el6fordulasi forrasukként szolgalé élelmiszerek

mindségére (Péter és mtsai, 2019b).
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Osszefoglalas

A Biologiai Sokféleség Egyezmény 9. Cikkelye értelmében Minden Szerz6dd Fél
»intézkedéseket hoz a biologiai sokféleség komponenseinek ex-situ védelmére, lehetdleg azok
szarmazasi orszagdban;”’ tovabba ,megteremti ¢és fenntartja a ndvények, allatok és
mikroorganizmusok  ex-situ  megOrzésének, valamint kutatasanak feltételeit”. A
mikroorganizmusok ex-situ megérzésére a mikrobiologiai térzsgyljtemények hivatottak. A
Biologiai Sokféleség Egyezmény célkitiizései kozé tartozik a bioldgiai sokféleség megdrzésén
kiviil, komponenseinek fenntarthaté hasznalatdnak biztositasa is, ami szintén nem képzelhetd
el a hagyomanyos, tenyésztéses technikakat is alkalmazé torzsgytijteményi munka nélkiil.

Az élesztégombdk a legkorabban haziasitott szervezetek kozé tartoznak. Az emberiség
mintegy 5000 éve hasznalja kenyér, sor, bor és egyéb élelmiszerek és italok eldallitasara
ezeket a mikroorganizmusokat. Az ¢lelmiszerek eldallitdsa soran betoltott nélkiilozhetetlen
pozitiv szerepiik (erjesztett élelmiszerek és italok, élelmiszer-Gsszetevok ¢és adalékok
eldallitasa, biologiai védekezés a romlast okozo mikroorganizmusok ellen, probiotikus és
bioterapias hatas) mellett az élesztdgombak negativ hatast is gyakorolhatnak az
¢lelmiszerekre ¢és azok fogyasztoira (élelmiszerek ¢€s italok romldsanak eldidézése,
élesztdgombak mint élelmiszer allergének, ¢és az ¢élelmiszerek élesztégomba biodtdja
opportunista patogén élesztégombak forrasa is lehet).

Az ismert élesztégombak szama jelenleg kozel 2 000-re becsiilhetd, ami
feltételezhetOen az Gsszes 1étezd ¢lesztdgomba fajnak csak néhany szazalékat teszi ki, tehat a
fajok talnyomo tobbsége meg leirasra var. A masodik évezred végére jottek létre a korabban
elképzelhetetlen megbizhatésagi és gyorsasdgi, DNS bézissorrendek Osszehasonlitdsan
alapulo, élesztbgomba rendszertani azonositas feltételei. A DNS bazissorrend alapu
azonositasi technika igen gyorsan elterjedt, €s széles korti alkalmazasra talélt, eldsegitve az
¢lesztogombak diverzitdsanak feltarasat és az 0j fajok felismerését.

A Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteménye (MIMNG)
évtizedek Ota jelentds szerepet jatszik a hazai mikrobidlis géndllomany megdrzésében. A
MIMNG kutatési tevékenységében kiemelt helyet tolt be az €élesztdgombak biodiverzitasanak
¢s rendszertandnak vizsgdlata. Kutatdsainknak nagy 16kést adott a DNS alapi rendszertani
azonositas elérhetové valasa. Ennek a munkanak az élelmiszerekkel kapcsolatos fontosabb

eredményeit mutatom be az értekezésben.
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Az éltalanosan alkalmazott izolalasi eljarasok mellet, kiilonboz6 szelektiv, gyakran a
megcélzott élesztdgomba csoport fizioldgiai tulajdonsagai alapjan megvalasztott dusitasos
Iépést is magdba foglald, izolaldsi modszereket is alkalmaztunk. A dusitdsos eljardsok
lehetové tették az egyes ¢€lesztdégomba kozOsségek kis szamaranyt komponenseinek az
izolalasat 1is, amelyek egyszerli tenyésztéses modszerek alkalmazasa esetén altaldban
észrevétlenek maradnak.

Szelektiv, dusitasos eljarasokat alkalmaztunk Saccharomyces-ek izolalasara szo16rol,
Yarrowia torzsek izolalasara husokrol, tejb6l és tejtermékekbdl, valamint metanol-
asszimilaciora képes élesztdgombak izolalasara kiilonbozd szubsztratumokbol. Uj eljarast
dolgoztunk ki az élesztdgombak olivaolajbdl torténd izolalasara. A fenti modszerek részben a
korabban alkalmazott eljarasoktol eltérd elvi megfontolasokra épiilnek. A céliranyos izolalasi
modszereknek és az ¢élesztdgomba torzsek DNS alapti rendszertani azonositdsanak
alkalmazdsa szamos érdekes eredményt hozott. A fenti modszereket alkalmazva az egyes
¢lohelyek élesztogomba kozosségeinek olyan Osszetevoit is izolaltuk, amelyek pusztan
hagyomanyos modszerek alkalmazasaval rejtve maradtak volna.

A Saccharomyces torzsek sz6l6r6l torténd kitenyésztéséhez 10% metanollal
kiegészitett taplevesben dusitottuk a mintdkat, mivel az ismert Saccharomyces fajok nem
képesek a metanolt hasznositani, €s nagyobb metanol tartalmi tapkozegben képesek
szaporodni, mint a sz616n eléforduld élesztégombak tobbsége. A mddszer, bar nem teljesen
szelektiv a Saccharomyces-ekre nézve, hatékonynak bizonyult, mivel a vizsgalt 18 minta
koziil 16 mintabol sikeriilt egy vagy tobb Saccharomyces torzset izolalni. Az esetek zomében
mintanként tobb eltérd fenotipussal rendelkezd torzset izolaltunk. A két minta, amelyekrol
nem sikertilt Saccharomyces-t izolalni, tobb mint harom héttel a sziiret idépontja el6tt keriilt
begytjtésre.

A Yarrowia torzsek izolalasanak a hatékonysagat egyediili szénforrasként hexadekant
tartalmazoé tapkozegben valo tobblépcsés dusitas alkalmazasaval noveltiik, mivel valamennyi
eddig leirt Yarrowia faj képes hasznositani a hexadekant, viszont az ismert élesztégomba
fajoknak csak mintegy 10%-a képes asszimilalni ezt a szénforrast. A dusitdsos modszer
alkalmazasat kovetden szamos 10j, a tudomany szamara ismeretlen Yarrowia faj jelenlétét is
feltartuk, még olyan viszonylag behatéan vizsgalt élelmiszereken is, mint pl. a hus.
Osszességében eddig négy 0j, a Yarrowia-kladba tartozo élesztégomba fajt (C. galli, Y.
divulgata, Y. porcina, Y. bubula) irtunk le.
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Az évezredek oOta fogyasztott olivaolajrol csak nemrégiben deriilt ki, hogy
mikroorganizmusok, koztiikk élesztégombak élohelye. Részben az altalunk kidolgozott uj
izolalasi moddszernek koszonhetéen jelentés mértékben hozzajarultunk az olivaolajban
talalhatd ¢élesztogomba kozosségek faji Osszetételének feltarasahoz. Az ¢élesztdgombak
olivaolajbol torténd izolalasdnak megkonnyitésére centrifugalds segitségével az €lesztégomba
sejteket az olajbol a vizes fazisba juttattuk, majd az olaj eltavolitasa utan a vizes fazisban
szuszpendalt ¢lesztdgombakat tenyésztettik ki a sejtkoncentracié fiiggvényében
megvalasztott modszer segitségével. Tobbek kozott kilenc kordbban ismeretlen élesztdgomba
faj torzseit is izolaltunk olivaolajbdl, ill. olivaolaj tiledékbdl, melyek koziil hatot (Candida
molendinolei, C. adriatica, Ogataea histrianica, O. kolombanensis, Kuraishia mediterranea,
Brettanomyces acidodurans) mar qj fajként irtunk le.

Az egyediili szénforrasként metanolt tartalmazé tdpkozeg felhasznalasdn alapuld
szelektiv dusitdsos eljarasnak koszonhetdéen nagyszamu metanol-asszimilald élesztdgombat,
koztiik tobb leiratlan faj torzseit izolaltuk kiillonb6z6 szubsztratumokrol. Szamos fa exudatum,
korhadt fa és levél mintan vizsgéaltuk a metanol-asszimilald ¢élesztogombak jelenlétét.
Osszességében 560 mintardl 376 metilotrof élesztégombat izolaltunk. Elséként szamoltunk be
Ascomycota torzsbe tartoz6 metilotrof élesztégombak filloszféraban valo eléfordulasarol. A
dusitasos modszer hatékonysaganak koszonhetéen, a jelenleg ismert 92 metilotrof
¢lesztbgomba koziil kutatocsoprtunk 20 leirdsdban vett részt. A vonalkdd DNS szekvencidk
filogenetikai elemzéseinek eredményeire tamaszkodva két izben javasoltuk a metanol-
asszimilalo élesztdgombdk tobbségét jelenleg magaba foglalo Ogataea nemzetség
diagnozisanak modositasat, hogy a nitrat asszimilaciora képtelen €s az allantoid alaku
aszkosporat képzo élesztdgombak is a nemzetségbe sorolhatok legyenek.

Uj élelmiszer eredetii vagy részben élelmiszer eredetii élesztégomba fajokat irtunk le a
Zygosaccharomyces, a Schizosaccharomyces, a Metschnikowia, a Pichia ¢és a
Cutaneotrichosporon nemzetségekben. A Z. favi és a Sch. osmophilus a masodik és harmadik
ismert obligat ozmofil élesztégomba faj, a P. sporocuriosa pedig egyediilallo spora
fenotipusos tulajdonsagainak vizsgalata céljabol modositottuk az élesztdgombak fenotipusos
vizsgalatara hasznalatos modszereket.

Amennyiben lehetséges volt, fenotipusos tulajdonsagaik valamint a szakirodalomban

publikalt adatok alapjan elorejelzést adtunk az altalunk leirt 1) ¢lesztégomba fajok

137



dc_1731 20

¢lelmiszerek mindségére gyakorolt lehetséges hatasairdl, ill. potencialis élelmiszeripari
alkalmazasi lehetdségeirol.

A munkank soran felhalmozddott élesztdgomba torzsek kivalasztott képviseldit a
Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytijteményének nyilvanos részében

(http://ncaim.hu/) helyeztiik el, ezzel biztositva, hogy tovabbi kutatasok céljara

hozzéaférhetdek legyenek.
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Summary

According to Article 9 of the Convention on Biological Diversity each contracting
party shall “adopt measures for the ex-situ conservation of components of biological diversity,
preferably in the country of origin of such components;” furthermore ,,establish and maintain
facilities for ex-situ conservation of and research on plants, animals and microorganisms.”
The ex-situ conservation of the microorganisms is the task of microbial culture collections. In
addition to the conservation of biological diversity, the objectives of the Convention on
Biological Diversity include the sustainable use of the components of biological diversity,
which is not feasible without the support of culture collections applying also traditional
cultivation techniques.

Yeasts are among the earliest domesticated organisms. The utilisation of these
microorganisms by the humans for the production of bread, beer, wine and other foods and
drinks started some 5000 years ago. In addition to their indispensable positive role
(production of fermented foods and beverages, ingredients and additives for food processing,
biocontrol of spoilage microorganisms, probiotic and biotherapeutic effect) in food
production, yeasts may also exert adverse effects (they may spoil foods and beverages, act as
food allergens or serve as a source of opportunistic pathogenic yeasts) on foods and their
consumers.

The number of known yeast species can be estimated to be about 2 000, which
probably represents only a few percentage of all existing yeast species; and this means that the
majority of yeast species are still waiting for description. The conditions necessary for the
unprecedentedly reliable and rapid, DNA sequence-based yeast identification have been
created by the end of the second millennium. Yeast identification based on DNA sequence
comparisons has spread very quickly and has gained widespread application, facilitating the
exploration of yeast diversity and revealing novel yeast species.

The National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms (NCAIM) has
taken a significant role in the preservation of the Hungarian microbial gene pool for several
decades. The investigation of yeast biodiversity and systematics accounts for an important
part in the research activity of NCAIM. Our research has been boosted by the availability of
the DNA-based identification technique. Some important results related to foods are presented

in the dissertation.
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In addition to the generally applied isolation procedures, different selective isolation
methods were applied, which often included an enrichment step developed on the basis of the
physiological characteristics of the targeted group of yeasts. The application of the enrichment
methods allowed the isolation of minor components of each yeast community, which
generally remained undetected if simple culture techniques were applied.

Selective enrichment procedures were used for the isolation of Saccharomyces from
grapes, Yarrowia from meat, milk and dairy products, and methanol-assimilating yeasts from
different substrates. A new procedure was developed for the isolation of yeasts from olive oil.
The above-noted methods are partly based on theoretical considerations differing from the
theory behind the earlier applied methods. The application of targeted isolation methods and
DNA-based identification led to several significant results. With the application of the above-
noted methods, components of yeast communities populating those habitats were isolated
which otherwise would have remained unnoticed by the application of traditional methods.

For the isolation of Saccharomyces from grapes, grape samples were processed by
enrichment in a nutritive basal medium supplemented with 10% (v/v) methanol, as known
Saccharomyces species are unable to utilise this compound as a carbon source and are able to
grow with higher concentration of methanol than the majority of yeasts occurring on grapes.
Although not fully selective, the method proved to be effective for the isolation of
Saccharomyces from grapes, as its application resulted in the isolation of one or several
Saccharomyces strains in 16 cases of the investigated 18 grape samples. In most cases several
strains with different phenotypes were recovered per sample. The two samples which yielded
no Saccharomyces strains were collected more than three weeks before vintage.

The efficiency of the isolation of Yarrowia strains was improved by the application of
a two- or three-step enrichment procedure in a medium containing hexadecane as the sole
carbon source. The rationale of using hexadecane in the enrichment medium was that while
all known Yarrowia species are able to utilise hexadecane, only about 10% of the known
yeast species are able to grow with this compound as a sole carbon source. Following the
application of this enrichment procedure strains of several undescribed Yarrowia species were
recovered even from well-studied sources like e.g. meat. Taken together, until now, we
described four novel species (C. galli, Y. divulgata, Y. porcina, Y. bubula) in the Yarrowia-
clade.

It has been revealed just recently that olive oil, consumed for millennia, may also

serve as a habitat of microorganisms, including yeasts. Partly as a result of the application of a
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new method developed for the isolation of yeasts from olive oil, we made significant
contribution to the exploration of olive oil as a yeast habitat. In order to facilitate the isolation
of yeasts from olive oil, after adding sterile water to the sample and vigorous shaking, the
yeast cells were transferred to the water phase by centrifugation. Following the removal of the
oil and vortexing, the remaining water phase was serially diluted and surface plated or
filtrated depending the concentration of the yeast cells. Among other yeasts, yeast strains
representing nine undescribed yeast species were recovered from olive oil and from olive olil
sediment. Six of the revealed novel species (Candida molendinolei, C. adriatica, Ogataea
histrianica, O. kolombanensis, Kuraishia mediterranea, Brettanomyces acidodurans) were
already described.

Following the application of a selective enrichment in a medium containing methanol
as a sole carbon source we isolated numerous methanol-assimilating yeasts, including strains
of several undescribed species, from diverse substrates. Tree exudates, rotten wood and leaves
were the most frequently investigated substrates. Altogether 376 methylotrophic yeast strains
were isolated from 560 tree exudate, rotten wood and leaf samples. We published the first
report on the occurrence of ascomycetous methylotrophic yeasts in the phyllosphere. Due to
the effectiveness of the above-noted enrichment method, we contributed to the description of
20 of the currently known 92 methylotrophic yeast species. Considering the phylogenetic
placements of two novel species, based on the analyses of the barcoding DNA sequences we
proposed the emendation of the diagnosis of Ogataea which is currently the biggest genus of
methanol-assimilating yeasts. The emendations allowed us to assign to the genus the
phylogenetically related O. nitratoaversa and O. allantospora, which are unable to assimilate
nitrate and form allantoid ascospores, respectively.

We described some new food-borne or partly food-borne yeast species assigned to the
following genera: Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces, Metschnikowia, Pichia and
Cutaneotrichosporon. Zygosaccharomyces favi and Sch. osmophilus represent the second and
the third obligate osmophilic yeast species, while Pichia sporocuriosa is distinguished from
all known yeast species by its unique ascospore ornamentation. In order to carry out the
phenotypic characterization of the two obligate osmophilic yeast species some of the
commonly used methods for the phenotypic characterization of yeast species were modified.

Whenever it was possible based on the phenotypic characters of the newly described
yeast species and the data found in the literature an estimation was provided on their possible

effect on the quality of foods and their potential application in the food industry.
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Selected representatives of the yeast strains accumulated during our studies have been
deposited in the public collection of the National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms (http://ncaim.hu/), ensuring their availability for further research.
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Fiiggelék

Az értekezésben bemutatott filogenetikai elemzésekhez felhasznélt mikroorganizmus torzsek
DNS szekvenciainak GenBank-1 azonosit6 szamai

Fajnév Torzs* ITS LSU D1/D2
Allodekkera sacchari CBS 14167 AB698502
Ambrosiozyma monospora CBS 2554 EU011590
Archaeorhizomyces borealis NS99-600 KF993708
Archaeorhizomyces finlayi Ny10 JF836022
Barnettozyma vustinii CBS 11554 NR 137724 | KY106191
Brettanomyces acidodurans NCAIM Y.02178 KX753353
(CBS 14519)
Brettanomyces custersianus CBS 4805 EF550261
Brettanomyces naardenensis CBS 6042 EF550260
Brettanomyces nanus CBS 1945 EF550259
Candida adriatica CBS 12504 HE574654 HE574661
Candida anatomiae CBS 5547 KM065947 | EU011645
Candida arabinofermentans CBS 8468 AF017248
Candida blankii CBS 1898 NR_077136 | U45704
Candida boidinii CBS 2428 U70242
Candida cabralensis CBS 11679 NG 055163
Candida californica CBS 989 NG_055093
Candida chumphonensis CBS 12096 AB604652
Candida easanensis JCM 12476 HM461688 | AY634571
Candida ernobii CBS 1737 KMO065945 | EU011648
Candida ethanolica CBS 8041 EF550225
Candida hispaniensis CBS 9996 AM279259 | AY789654
Candida hungchunana CBS 12243 HQ623543 HM461702
Candida incommunis CBS 5604 NR_ 077184 | U62303
Candida inconspicua CBS 180 NG 055114
Candida ishiwadae CBS 6022 NR_155480 | EU011650
Candida krabiensis JCM 12266 AB120219
Candida laoshanensis CBS 11389 NR_155481 | KM065901
Candida maesa CBS 12240 HM461661 | FJ527053
Candida maris CBS 5151 U70181
Candida maritima CBS 5107 NR_152474 | U69877
Candida mattranensis CBS 12097 AB604653
Candida methanosorbosa CBS 7029 U70186
Candida mycetangii CBS 8675 NR_152475 | AF017241
Candida nakhonratchasimensis CBS 11706 NR_152476 | AY634567
Candida nanaspora CBS 7200 U70187
Candida nemodendra CBS 6280 U70246
Candida nitratophila CBS 2027 U70180
Candida ortonii CBS 8843 AF313350
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Candida ovalis CBS 7298 U70248
Candida pattaniensis JCM 12475 HM461657 | AY634568
Candida peltata CBS 5576 NR_ 155482 | EU011651
Candida phayaonensis CBS 12319T AB557865
Candida piceae CBS 8701 AF153672
Candida pini CBS 970 U70252
Candida pomicola CBS 4242 NR_138216 | AF245400
Candida populi CBS 7351 NR 138241 | EU011646
Candida pseudolambica CBS 2063 NG_060822
Candida rishirensis CBS 11662 AB462338
Candida rugopelliculosa CBS 6377 U71069
Candida sithepensis JCM 12265 AB120220
Candida sonorensis CBS 6792 U70185
Candida stauntonica CBS 12241 HM461658 | FJ527095
Candida succiphila CBS 8003 U70189
Candida suzukii NCAIM Y.01500 AY028434
(CBS 9253)
Candida takata CBS 12244 FJ873431 FJ527238
Candida taoyuanica CBS 12242 FJ873419 FJ527145
Candida thaimueangensis CBS 10360 NG 042471
Candida vartiovaarae CBS 4289 NR_152478 | U69875
Candida wickerhamii CBS 2928 NR_ 155483 | EU011647
Candida wyomingensis CBS 8703 NR_155484 | AF153673
Candida xyloterini CBS 11547 FJ381703
Ceratocystis fimbriata NRRL 13496 U94917
Citeromyces matritensis CBS 2764 JN016712 JQ689054
Clavispora lusitaniae CBS 6936 KY102562 U44817
Cutaneotrichosporon arboriforme CBS 10441 NR_154831 | NG_058996
Cutaneotrichosporon curvatum CBS 570 NR 130657 | AF189834
Cutaneotrichosporon cutaneum CBS 2466 NR_073216 | NG_056270
Cutaneotrichosporon cyanovorans CBS 11948 NR_073357 | NG_058819
Cutaneotrichosporon daszewskae CBS 5123 NR_ 144763 | NG_058997
Cutaneotrichosporon debeurmannianum | CBS 1896 NR_154752 | NG_058998
Cutaneotrichosporon dermatis CBS 2043 NR_130667 | NG_055715
Cutaneotrichosporon guehoae CBS 8521 NR_136957 | NG_058724
Cutaneotrichosporon haglerorum CBS 8902 NR_077086 | NG_058999
Cutaneotrichosporon jirovecii CBS 6864 NR_073252 | NG_056272
Cutaneotrichosporon moniliiforme CBS 2467 NR_073240 | AF105392
Cutaneotrichosporon mucoides CBS 7625 NR_073246 | KY107339
Cutaneotrichosporon oleaginosum ATCC 20509 NR_154774 | HM802135
Cutaneotrichosporon smithiae CBS 8370 NR_073230 | KY107342
Cutaneotrichosporon suis NCAIM Y.02224 MHB886393 MHB886396
(CBS 15749)
Cutaneotrichosporon terricola CBS 9546 AB086382 AB086382
Cyberlindnera rhizosphaerae CBS 11400 NR_ 152490 | GQ891688
Cyberlindnera americana CBS 5644 NR 152479 | EF550328
Cyberlindnera bimundalis CBS 5642 NR 152481 | EF550329
Cyberlindnera culbertsonii CBS 13898 KM408121
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Cyberlindnera euphorbiae CBS 8033 NR 152482 | EF550326
Cyberlindnera euphorbiiphila CBS 8083 EF550312
Cyberlindnera fabianii CBS 5640 NR 149345 | EF550321
Cyberlindnera galapagoensis CBS 13997 KJ020281 KJ020281
Cyberlindnera jadinii CBS 1600 NR 111211 | EF550309
Cyberlindnera japonica CBS 7209 NR_152483 | EF550323
Cyberlindnera lachancei CBS 8557 NR_152484 | EF550313
Cyberlindnera maclurae CBS 8671 NR_ 152485 | EF550310
Cyberlindnera mengyuniae CBS 10845 EU043159 EU043158
Cyberlindnera meyerae CBS 7076 NR 152486 | EF550327
Cyberlindnera misumaiensis CBS 8062 NR_152488 | EF550306
Cyberlindnera mrakii CBS 1707 EU307973 EF550317
Cyberlindnera petersonii CBS 5555 NR 152489 | EF550311
Cyberlindnera rhodanensis CBS 5518 EF550325
Cyberlindnera samutprakarnensis CBS 12528 AB695388 AB598079
Cyberlindnera sargentensis CBS 6342 EU307980 EF550316
Cyberlindnera saturnus CBS 254 EU307970 EF550316
Cyberlindnera suaveolens CBS 255 EU307977 EU307993
Cyberlindnera subsufficiens CBS 5763 EU307975 EF550318
Cyberlindnera tropicalis CBS 14558 KY010353 KY010353
Cyberlindnera veronae CBS 6591 NR 152491 | EF550322
Cyberlindnera wuzhiensis CBS 10698 FJ606824 FJ606825
Cyberlindnera xishuangbannaensis CBS 14692 KY213821 KY213813
Cyberlindnera xylebori CBS 12187 KY103116 AB534167
Cyberlindnera xylosilytica NRRL YB-2097 KP232976 EF550324
Cyberlindneraamylophila CBS 7020 NR 152480 | EF550319
Cyberlindneramississippiensis CBS 7023 NR_ 152487 | EF550320
Debaryomyces hansenii CBS 767 AB053101 U45808
Dekkera anomala CBS 8139 EF550258
Dekkera bruxellensis CBS 74 EF550257
Emericella nidulans NRRL A-24926 U40122
Eremascus fertilis NRRL Y-1463 U94940
Filobasidiella neoformans CBS 6885 U94941
Haglerozyma chiarellii CBS 11177 NR 137042 | NG_058301
Komagataella kurtzmanii CBS 12817 KC771256 KC715720
Komagataella pastoris CBS 704 JQ398742 U75963
Komagataella phaffii CBS 2612 JQ398743 AF017407
Komagataella populi CBS 12362 JQ398744 JN234404
Komagataella pseudopastoris NCAIM Y.01243 JQ398745 AF403149
(CBS 704)
Komagataella ulmi CBS 12361 JQ398746 JN234403
Komagatalla mondaviorum CBS 15017 MF276791 MF276795
Kregervanrija fluxuum CBS 2287 EF550268
Kuraishia borneana CBS 12507 JQ038035 JQ001938
Kuraishia capsulata CBS 1993 EF568066 EF550270
Kuraishia cidri CBS 4241 KY103912 AF245402
Kuraishia floccosa NCAIM Y.01581 KY103913 KMO065899

(CBS 10307)
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Kuraishia hungarica NCAIM Y.01507 EU722410 EU011587
(CBS 9254)
Kuraishia mediterranea CBS 15107 HE799687 HE799687
Kuraishia molischiana NCAIM Y.01725 KY103920 AY937235
(CBS 9993)
Kuraishia ogatae NCAIM Y.01845 KM384064 | KM065903
(CBS 10924)
Kuraishia piskuri CBS 13714 KM065941 KM065907
Lachancea thermotolerans CBS 6340 U69581
Martiniozyma abiesophila CBS 5366 EF550212
Metschnikowia australis CBS 5847 KP027652 U76526
Metschnikowia bicuspidata var. CBS 5575 KY104192 U44822
bicuspidata
Metschnikowia bicuspidata var. CBS 5980 NR_138245 | UB84238
chathamia
Metschnikowia henanensis CBS 12677 NR_158796 | JQ941874
Metschnikowia kofuensis CBS 8058 NR_ 156313 | AF158019
Metschnikowia krissii CBS 4823 KP027654 U45735
Metschnikowia noctiluminum CBS 9907 NR_ 155362 | AY611609
Metschnikowia pulcherrima CBS 5833 JX188179 U45736
Metschnikowia viticola NCAIM Y.01705 KY104213 AY626892
(CBS 9950)
Metschnikowia zobellii CBS 4821 NR 138246 | U44823
Nakazawaea holstii CBS 4140 KMO065944 | JQ689055
Nakazawaea molendinolei NCAIM Y.02000 | JN688668 JN688665
(CBS 12508)
Nakazawaea siamensis CBS 12569 AB793784 ABT772177
Neolecta irregularis Z\W-Geo79-Clark AY789380
Neolecta vitellina NSW 6359 U42695
Neournula pouchetii MO-205345 KT968655
Neurospora crassa NRRL 13141 u40124
Ogataea allantospora NCAIM Y.01822 EF471446
(CBS 10576)
Ogataea angusta CBS 7073 EF550269
Ogataea cecidiorum CBS 11522 FJ897742
Ogataea chonburiensis CBS 10363 AB307721
Ogataea corticis NBRC 1794 AB440278
Ogataea deakii NCAIM Y.01896 GQ265921
(CBS 12735)
Ogataea degrootiae CBS 15033 MG986494
Ogataea dorogensis NCAIM Y-01539 EU011620
(CBS 9260)
Ogataea falcaomoraisii CBS 9814 AY561260
Ogataea ganodermae CBS 10646 EU117201
Ogataea glucozyma CBS 5766 EU011626
Ogataea haglerorum CBS 14645 KY492605
Ogataea henricii CBS 5765 EU011625
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Ogataea histrianica CBS 12779 HE799677
Ogataea kanchanaburiensis CBS 12673 AB734090
Ogataea kodamae CBS 7081 EU011616
Ogataea kolombanensis CBS 12778 FR690079
Ogataea mangiferae CBS 13492 KF585022
Ogataea methanolica CBS 6515 EU011638
Ogataea methylivora CBS 7300 EU011611
Ogataea minuta CBS 1708 EU011618
Ogataea naganishii CBS 6429 EU011601
Ogataea nakhonphanomensis CBS 10362 AB307722
Ogataea neixiangensis CBS 14695 KY213811
Ogataea neopini ATCC 28781 AB440274
Ogataea nitratoaversa NCAIM Y.01837 EU327032
(CBS 10796)
Ogataea nonfermentans CBS 5764 EU011619
Ogataea paradorogensis CBS 10978 AB437093
Ogataea paraovalis CBS 14697 KY213806
Ogataea parapolymorpha CBS 12304 EU011621
Ogataea philodendri CBS 6075 EU011617
Ogataea phyllophila CBS 12095 AB600532
Ogataea pignaliae CBS 6071 U70183
Ogataea pilisensis NCAIM Y.01509 EU011630
(CBS 9259)
Ogataea pini CBS 744 EU011623
Ogataea polymorpha CBS 4732 GU397333
Ogataea populialbae NCAIM Y.01853 EU872172
(CBS 11363)
Ogataea ramenticola CBS 8699 EU011608
Ogataea salicorniae CBS 8071 EU011637
Ogataea saltuana NCAIM Y.01833 EU327033
(CBS 10795)
Ogataea siamensis JCM 12264 AB120216
Ogataea thermomethanolica CBS 10098 AB200285
Ogataea trehaloabstinens NCAIM Y.01537 EU011614
(CBS 9256)
Ogataea trehalophila CBS 5361 EU011636
Ogataea uvarum CBS 12829 LN849460
Ogataea wangdongensis CBS 12674 AB734091
Ogataea wickerhamii CBS 4307 EU011612
Ogataea zsoltii NCAIM Y.01540 EU011628
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(CBS 9262)
Oosporidium margaritiferum NRRL Y-1519 U40090
Pachysolen tannophilus CBS 4044 NR_154355 | JQ689056
Peterozyma toletana CBS 2504 JQ689057
Pichia barkeri CBS 7256 EF550247
Pichia bruneiensis CBS 12611 JQ692181
Pichia cactophila CBS 6926 NG_055115
Pichia cecembensis CBS 10445 AM159112
Pichia cephalocereana CBS 7273 EF550250
Pichia chibodasensis NBRC 111569 NG_055170
Pichia deserticola CBS 7119 EF550226
Pichia dushanensis CBS 13912 KM272244
Pichia eremophila CBS 7272 EF550249
Pichia exigua CBS 6836 EF550237
Pichia fermentans CBS 187 NG_055109
Pichia garciniae CBS 10758 NG 058374
Pichia heedii CBS 6930 EF550252
Pichia jaroonii CBS 10930 AB436766
Pichia kluyveri CBS 188 EF550251
Pichia kudriavzevii CBS 5147 U76347
Pichia manshurica CBS 209 NG_055078
Pichia membranifaciens CBS 107 EF550227
Pichia nakasei CBS 5141 EF550248
Pichia nanzhaoensis CBS 15346 MG255700
Pichia norvegensis CBS 6564 EF550239
Pichia occidentalis CBS 5459 U76348
Pichia paraexigua CBS 15237 MG255712
Pichia pseudocactophila CBS 6929 NG 055116
Pichia scutulata CBS 6670 EF550243
Pichia sporocuriosa Y.01078 (CBS EF550232

8806)
Pichia terricola CBS 2617 NG 055108
Pneumocystis carinii** M86760
Protomyces gravidus NRRL Y-17093 U84342
Protomyces pachydermus NRRL YB-4355 U84345
Saccharomyces cerevisiae CBS 1171 AY048154
Saitoella coloradoensis CBS 12360 JN161157
Saitoella complicata CBS 7301 JQ689076
Saturnispora dispora CBS 794 JQ689027
Schizosaccharomyces cryophilus CBS 11777 GU470882
Schizosaccharomyces japonicus CBS 354 U94943
Schizosaccharomyces octosporus CBS 371 U76525
Schizosaccharomyces osmophilus CBS 15793 MK253005
Schizosaccharomyces pombe CBS 356 U40085
Taphrina deformans CBS 356.35 MHB867217
Taphrinomycotina sp. nov. NCAIM Y.02187 MG250349
Trichosporon ovoides CBS 7556 NR_073254 | KY109960
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Yarrowia alimentaria CBS 10151 AM279269 | AM268481
Yarrowia brassicae CBS 15225 MF136067 MF136065
Yarrowia bubula NCAIM Y.01998 KF649301 JN256212
(CBS 12934)
Yarrowia deformans CBS 2071 AM279254 | EF405984
Yarrowia divulgata CBS 11013 KF425323 EU194451
Yarrowia galli NCAIM Y.01482 | AM279257 | AY116080
(CBS 9722)
Yarrowia hollandica CBS 4855 AM279270 | AM268482
Yarrowia keelungensis CBS 11062 EF621566 EF621561
Yarrowia lipolytica CBS 6124 AM279233 | AM268450
Yarrowia osloensis CBS 10146 AM279265 | AM268477
Yarrowia parophoni CBS 12427 JQ026371 JQ026370
Yarrowia phangngensis ATCC MYA-4467 | FJ196782 AB304772
Yarrowia porcina NCAIM Y.02100 KF649296 KF649289
(CBS 12935)
Yarrowia sp. NCAIM Y.02139 KM659880 | KM659879
Yarrowia yakushimensis CBS 10254 AM279262 | AM268474
Zygosaccharomyces bailii CBS 680 JX458117
Zygosaccharomyces bisporus CBS 702 U72162
Zygosaccharomyces favi NCAIM Y.01994 JF830782
(CBS 13653)
Zygosaccharomyces gambellarensis ATCC MYA-4776 JN874489
Zygosaccharomyces kombuchaensis CBS 8849 AF339904
Zygosaccharomyces lentus CBS 8574 AF339888
Zygosaccharomyces machadoi CBS 10264 AF432228
Zygosaccharomyces mellis CBS 736 U72164
Zygosaccharomyces parabailii CBS 12809 JX458113
Zygosaccharomyces pseudobailii CBS 2856 JX458128
Zygosaccharomyces rouxii CBS 732 JQ689016
Zygosaccharomyces sapae CBS 12067 AJ966342
Zygosaccharomyces siamensis JCM 16825 AB565756

NCAIM: Mezbgazdasagi €s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytijteménye (National
Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms), Budapest

CBS: Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (korabban: Centraalbureau voor

Schimmelcultures) Utrecht, The Netherlands

NRRL: Agricultural Research Service Culture Collection, National Center for Agricultural

Utilization Research, Peoria, lllinois, USA

ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA

JCM: Japan Collection of Microorganisms, RIKEN BioResource Center, Ibaraki 305-0074,

Japan

*a leirt ¢lesztdgomba fajok esetében valamennyi torzs tipus, izotipus vagy autentikus torzs
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**nem tenyészthetd
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