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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AFLP: amplified fragment lenght polymorphism - felszaporitott fragmentek hosszanak
sokfélesege

ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, USA

bp: béazispar

Blast: Basic Local Alignment Search Tool - nukleotidszekvenciak adatbazisban talalhatd
szekvenciakkal valé dsszehasonlitasara szolgalo program

C.: Candida

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia

D. hansenii: Debaryomyces hansenii

D1/D2: a 26S rRNS-t kodold gén élesztégombak fajszintii azonositashoz hasznalt egyik régioja
DBB: Diazonium Blue B — aszkomikota és bazidiomikota élesztégombak elkiilonitésére
alkalmas teszt

f. a. : forma asexualis - ivartalan alak

ITS: internal trancsribed spacer — riboszoma gének kozti atirodo, de nem koédolé DNS szakasz,
gombak fajszintli azonositashoz hasznalt egyik régio

JCM: Japan Collection of Microorganisms, Tsukuba, Japan

LSU rRNS gén: large subunit rRNA gene- az rRNS nagy alegységét kodolé DNS szakasz
MIMNG: Mez6gazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteménye, Budapest
MP-PCR: microsatellite-primed polymerase chain reaction - mikroszatellit primerrel végzett
polimeraz lancreakcio

NAG: N-acetil-D-gliik6zamin

NCAIM: National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms - Mezd6gazdasagi és
Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyljteménye, Budapest

nom. nud.: nomen nudum — ,,csupasz név”, olyan Uj taxon név, ami leiras vagy diagnozis, illetve
leirasra vagy diagnozisra valo hivatkozas nélkul kerilt publikalasra

NRRL: National Center for Agricultural Utilization Research, Peoria, USA

P. roqueforti: Penicillium roqueforti

PCR: polymerase chain reaction - polimeraz lancreakcié

PCR-RFLP: polymerase chain reaction - restriction fragment lenght polymorphism - polimeraz
lancreakcio - restrikcios fragmenthossz polimorfizmus

RAPD- PCR: random amplified polymorphic DNA- polymerase chain reaction - véletlenszertien

megsokszorozott polimorf DNS polimeraz lancreakcid
iv
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rDNS: rRNS-t kddolo gen

rRNS: riboszémalis RNS

S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae

SSU rRNS gen: small subunit rRNA gene — az rRNS kis alegységét kodold DNS szakasz

Y: Yarrowia
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1. BEVEZETES

A Yarrowia lipolytica az egyik legszéleskoriibben tanulmanyozott, élelmiszeripari
szempontbol az egyik legjelentdsebb élesztégomba faj. Szamos publikacio targyalja természetes
eléfordulasat, pozitiv és negativ szerepét kiillonbdzo €lelmiszerekben, elsésorban nyers husban,
tejtermékekben. Szdmtalan kiilfoldi és hazai vizsgalat eredményét ismertetd publikacid alapjan
az emlitett élelmiszerekben az egyik leggyakoribb élesztdgombafaj, a joghurtbol izolalt
élesztégombatorzsek 15%-at teszi ki, hiitott koriilmények kozott tarolt baromfihts és -belséségek
esetében ugyanez az érték 39%, marhahus esetében pedig egy tanulmany szerint 69%.

Rendkiviil er6s lipolitikus és proteolitikus aktivitassal, pigmenttermeld-képesseggel
rendelkezik. Szamos esetben élelmiszerromlast okozo, vagy legalabbis romlashoz hozzajaruld
¢lesztbgomba fajként szamolnak be rdla. Ezzel szemben nem hagyhatok figyelmen Kivdl
¢lelmiszeripari szempontbol elényds tulajdonsagai sem. Képes fontos anyagcseretermékek
termelésére és azok nagy mennyiségben torténd kivalasztdsira, ami indokoltta teszi az iparban
valé alkalmazéaséat és a tanulmanyozasat. Egyik legfontosabb tulajdonsaga, erds lipaztermeld
képessége szamos terlileten hasznosithatd, az élelmiszeriparon Kkivil példaul a tisztitoszer- és
gyogyszeriparban is felhasznalato, de akar a kdrnyezetvedelemben is fontos szerepet tolthet be.
Az élelmiszeriparban a lipaz enzim termeltetésén kivil hasznositjak citromsav, karotinoidok,
mannit, eritrit és aromavegylletek eléallitasara is.

Az utobbi évtizedben megjelent kiilfoldi kozleményekbdl vildgossa valt, hogy a korabban
hagyomanyos modszerekkel Y. lipolytica-ként azonositott torzsek egy része valojaban nem Y.
lipolytica, szamos esetben mas fajhoz tartozé élesztégombakat tévesen e fajként azonositottak.
Az emlitett fajtol alapvetd fenotipusos bélyegek alapjan megbizhatdéan meg nem kiilonboztethetd
fajok molekularis bioldgiai vizsgalatdval megallapithat6, hogy a Yarrowia lipolytica egy szamos
fajt magaba foglal6 komplex tagja, amely tovabbi rokon fajokkal kiegésziilve a Yarrowia
csoportot alkotja. Munkam kezdetekor a Yarrowia csoport az alabbi fajokat foglalta magaba: Y.
lipolytica, Y. (C.) deformans, Y. (C.) yakushimensis, Candida galli, C. phangngensis, C.
oslonensis, C. alimentaria, C. hollandica, C. hispaniensis. A Yarrowia csoportba sorolt
¢lesztbgombak Szdma azdta, részben munkam eredményeként kilencrl tizenharomra
emelkedett.

A fentiek alapjan feltételezhetd, hogy a korabban megjelent, élelmiszerekkel és azok
romlasaval, vagy ipari alkalmazéssal Gsszefliggésben emlitett, hagyomanyos maddszerekkel Y.
lipolytica-ként azonositott tdrzsek egy része valdjaban nem Y. lipolytica, hanem a csoport mas
fajaihoz tartozo élesztdgomba. Igy mar nem emlithetjiik pusztan a Y. lipolytica-t, mint

1
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kiemelked6 jelentOségii élesztégombat, mert esetenként a csoport tobbi tagjanak ugyanolyan
nagy szerepe lehet, legyen az akér pozitiv, akar negativ szerep.

A kutatdsaim legfébb célja a Yarrowia csoport kiilonbozé élelmiszereckben vald faji
sokfélesegének megismerése volt. A Yarrowia csoportba tartozo térzsek nagy szamban vald
begylijtés¢hez hatékony izolalasra alkalmas moddszer kidolgozéasara volt sziikség. Célul tliztem
ki, hogy hatékony izol&ldsi mddszert dolgozzak ki a potenciédlisan romlast okozd Yarrowia
komplex csoportba tartozé élesztdgomba torzsek izoldlasara kiilonbozd élelmiszercsoportokbol
(nyers husbol, nyers tejbdl és tejtermékekbdl), majd az izolalt torzsek kozil fizioldgiai tesztek
alkalmazasaval kulonitsem el a Yarrowia csoportba tartozdkat, és molekularis modszerrel torténd
csoportositasukat kovetéen DNS szekvencigjuk alapjan azonositsam a Yarrowia csoportba
tartozo fajokat, megvizsgaljam azok fenotipusos elkiilonitésének lehetéségeit.

Tovabbi célom volt a DNS szekvenalason alapuld6 mddszerrel azonositott Yarrowia csoportba
tartozo élesztégomba torzsek fajspektrumanak és az izolalasi forrasul szolgalo élelmiszerek
korének 0Osszehasonlitasa és a termék-specifikus eléfordulds vizsgalata, a kisérletek soran

felmertilo esetleges tjabb kérdések, problémak megoldasa.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Yarrowia lipolytica és rokon fajai természetes eléfordulasa és szerepe élelmiszerekben

A Yarrowia lipolytica er6s lipolitikus és proteolitikus aktivitasarol ismert (Ismail et al.
2000; Corbo et al. 2001; Gardini et al. 2006; Patrignani et al. 2011), megfelelé szamara a
magasabb s6-, zsir- és fehérjetartalmd, laktozban gazdag kornyezet (Fleet 2006), ezzel
0sszhangban elsdsorban olyan ¢élelmiszerekben fordul eld, melyekben nagy aranyban talalhato
zsir és/vagy feherje, kulénosen hasban és tejtermékekben (Rohm et al. 1992; Roostita and Fleet
1996; Frohlich-Wyder 2003).

A Yarrowia lipolytica élelmiszerekben vald gyakori és nagy szamban valo el6fordulasat
lehetdvé teszi, hogy viszonylag szélsdséges koriilmények kozott is képes szaporodni.
Praphailong és Fleet (1997) vizsgalatabol az deril ki, hogy pH 5,0 értéken a Zygosaccharomyces
bailii mellett a Y. lipolytica a legellenallobb szorbat és benzoat tartositoszerekkel, utobbi
szaporodik akar 1000 mg/l szorbét jelenlétében is. Képes szaporodni 0,89 értékii vizaktivitasnal,
12,5% NaCl tartalom vagy akar pH 2,0 érték mellett, vagy 50% szacharoz jelenlétében. Savakkal
szembeni ellenalloképessége megkozeliti a Zygosaccharomyces bailii-ét, az egyik legellenallébb
¢élelmiszerromlast okozo élesztégombaét (Rodriguez és Pais 2000), képes pH 10-10,5 értéken is
szaporodni, igy alkalitoleransnak tekintheté (Deak 2006) és képes akar 5 °C-on is szaporodni €s
dominanssa valni hiitve tarolt baromfihusban (Ismail et al. 2000). Guerzoni és munkatarsai
(1993) hutott élelmiszereket (halakat, hasokat, zoldségeket, salatakat, toltott tésztakat)
vizsgaltak, a legnagyobb szamban izolalt élesztégomba a Y. lipolytica volt, amit a Debaryomyces
hansenii és a Pichia membranifaciens kdvetett. Tanulmanyukban azt a kdvetkeztetést vonték le,
hogy az emlitett élesztdgombak is jelentésen hozzajarulhatnak ezeknek a termékeknek a
romlasahoz. Kobatake és Kurata (1983) hiitve tarolt paradicsom- és makaroni salatakbol, kinai
galuskabol szamos mas élesztégomba faj mellet Y. lipolytica torzseket is izolalt. Banks és Board
(1987) szintén a hiitve tarolt élelmiszerekben leggyakrabban el6forduld élesztégombak kozott
emliti a Y. lipolytica-t. Fagyasztott csirkehtisbol izolalt élesztégombak kozott 18%-kal a masodik
leggyakoribb faj és izolalhaté fagyasztott halbdl is (Diriye et al. 1993). Besugarzott baromfihds
mintakbal is nagy szamban izolaltak (Sinigaglia et al. 1994).

A Y. lipolytica-t sok esetben 0Osszefuggésbe hoztak élelmiszerek éresevel és/vagy
romlasaval. Az 1. abran lathaté 6sszefoglalva az izolalasi forrasul szolgalé élelmiszerek kore,
valamint a Y. lipolytica rajuk kifejtett elényos vagy hatranyos hatasai (Groenewald et al. 2013).

Sajtok és fermentalt haskészitmenyek érleléséhez starter kultdraként valé esetleges
3
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alkalmazasakor dontd fontossagu, hogy az adott ¢lelmiszerre képes legyen kifejteni elényos
hatéasait, mikozben az esetleges negativ hatésait gatoljak.

Groenewald és munkatarsai (2013) rendkiviil alapos attekinté kozleményiikben
megallapitottadk, hogy a Y. lipolytica anyagcsere-termékeinek tejtermékekben van legnagyobb
szerepe, azon belul is sajtokban, amit a fermentalt haskészitmeények kovetnek, majd olyan
¢lelmiszerek zarjdk a sort, melyekbdl csak alkalomszertien tudtdk izoldlni, mint példaul

tiditditalok, bor, must, almabor, gylimolcsok, zoldségek, majonéz, salatadntetek, salatak, hiitott

és fagyasztott, feldolgozott élelmiszerek.

Természetes el6fordulas :

Fermentalt tejtermékek : Fermentalt huskészitmények : Egyebek (alkalomszerii eléfordulas) :
* Sajt » Szalami « Fermentalt élelmiszerek
« Spanyol fermentalt kolbaszok (pL. savanya kovasz)
Vv > (Chorizo, longaniza, salchichon) > > « Uditéitalok, gyiimolcslevek, bor,
« Tej * Virslik must, almabor
« Joghurt, kefir, nunu, amasi oV * Gyilimdlesok,
* Vaj, tejszin, margarin gyiimdleskoncentratumok, zoldségek,
L Sonka, sozott Szalonna, nyers nﬂvényi anyagok
marhahis, baromfihs, hal *Majonéz, salatadntetek, salatak
* Hiitott és fagyasztott, feldolgozott
f élelmiszerek

- Yarrowia lipolytica
o (¢ N E « Obligat aerob
» Erés lipolitikus és proteolitikus aktivitas

Elonyos hatasai a sajtok és huskészitmények

érése soran : ,_ Nem kivant hozzajaarulasa az
«Kiemelked6 érzékszervi tulajdonsagok . ) élelmiszerek romlasahoz -
-Aromaanyag termelés { .Mellékiz -anyagok termelése

(p]. l“ekony kéntartalma kompﬂnensek) .Sajtok ﬁ“agﬁra negaﬁv hatasa is lehet
+Sajt allaganak javitasa - TR .Sajtok felszinének barnulasa
*Csdkkent érési idd e: P e *P. roqueforti szaporodasanak gatlasa
* Anti-lisztérias hatas *Hozzajarulas biogén
«B. cereus és z6ldpenész szaporodasanak gatlasa aminokkeletkezéséhez

«Késleltetett avasodas hiisok esetében
*Fermentalt kolbaszok vords szinének megdrzése

1. &bra. A Y. lipolytica anyagcseréjének hatasa természetes eléfordulésara, az élelmiszerek
érésére és romlasara. A ,,>” (vizszintes és fiiggbleges iranyban) nagyobb gyakorisagot,

legalabbis kimutatasanak nagyobb gyakorisagat jelzi. Forras: Groenewald et al. 2013.

2.1.1. A Yarrowia csoport tagjainak eléfordulasa és szerepe tejtermékekben

Szamos publikacio szamol be a Y. lipolytica eléfordulasardl kiilonb6z6 sajtokban.
Vilagszerte végeztek erre vonatkozo vizsgalatokat. Y. lipolytica-t gyakran izolalnak érlelt kérgii

lagysajtokbdl, példaul a camembertbdl és kéksajtokbol, még akkor is, ha nem alkalmaztak

4



DOI: 10.14267/phd.2015033

starterkultirakent (Addis et al. 2001). Szamos esetben emlitik a sajtokbdl izolalt leggyakoribb
¢élesztégombak kozott (Roostita és Fleet 1996; Welthagen és Viljoen 1998; Larpin et al. 2006;
Monnet et al. 2010). Olyan tulajdonsagokkal rendelkezik (magasabb sdékoncentracio- és alacsony
homérseklettlird képesség, laktat és citrat asszimilaciojara, valamint extracellularis lipolitikus €s
proteolitikus enzimek termelésére valo képesség), melyek elényGs helyzetbe juttatjak a tobbi
¢lesztdgombafajjal vald versengés soran, igy nemcsak képes szaporodni tejtermékekben, hanem
akar dominanssa is valhat. (Lanciotti et al. 2005).

Welthagen és Viljoen (1998) magyarazata szerint a Y. lipolytica sajtokban valo el6fordulasa
azzal magyardzhato, hogy a sajt vagy az iizem berendezéseirl, a dolgozok testfelszinérél
szennyezd6dik vele, vagy mar jelen van a mikroba a gyartashoz felhasznalt tejben. Nem talaltak
egyértelmi kiilonbséget a Y. lipolytica nyers vagy pasztorozott tejbdl késziilt sajtokban vald
eléfordulasa kozott (Groenewald et al. 2013). Egyes szerzok a sajtgyartas soran hasznalt sos
levet emlitik a mikroba potencialis forrasaként (Seiler és Busse 1990; Bintsis et al. 2004).

A'Y. lipolytica-t kisebb gyakorisdggal tudtak izolalni nyers tejb6l, peldaul szarvasmarha,
juh és vizibivaly tejébdl és egyéb tejtermékekbdl (Corbo et al. 2001; Chen et al. 2010). Eléfordul
fermentalt tejtermékekben, kefirben, joghurtban (Rohm et al. 1992; Gadaga et al. 2000; Lourens-
Hattingh és Viljoen 2002; Fréhlich-Wyder 2003; Viljoen et al. 2003; Bai et al. 2010). Mayoral és
munkatarsai (2005) szerint a joghurtbdl izolalt élesztégombatorzsek 15%-at teszi ki, ezzel
joghurtban a harmadik leggyakoribb élesztégombafaj. Szintén az egyik leggyakoribb
¢lesztégomba vajban (Lanciotti et al. 1992, Sinigaglia et al. 1994; Lopandic et al. 2006),

eléfordul tejszinben és margarinban is (Pitt és Hocking 2009).

Lipolitikus és proteolitikus aktivitdsa miatt a Y. lipolytica-t dsszefliggésbe hoztak sajtok érésével,
bizonyos esetekben romlésaval is. A kiilonb6zé tanulmanyok eredményei kozott van némi
ellentmondas azzal kapcsolatban, hogy a Y. lipolytica hozzajarul-e a sajtok romlasahoz és milyen
mértékben. A szerzék tobbsége Ugy gondolja, hogy kiemelkedd szerepet jatszik ez a
mikroorganizmus a sajt romlasaban (Westall és Filtenborg 1998; Fréhlich-Wyder 2003; Daryaei
et al. 2010; Ramos et al. 2012). Egyes szerzok vizsgalataik sordn azt tapasztaltak, hogy a Y.
lipolytica sejtszdma a sajtok érlelésének végéhez kdzeledve emelkedett (Brocklehurst és Lund
1985; Welthagen és Viljoen 1998), més szerzok szerint pedig az Gsszes élesztégomba, koztiik a
Y. lipolytica szama is allandé maradt, vagy akar még csokkent is az érési id6 el6rehaladtaval
(van den Tempel és Jakobsen 1998; Ferreira és Viljoen 2003). Néhanyan arr6l szamoltak be,
hogy mellékizt okoz (Bintsis és Robinson 2004), negativan hat a sajtok allagara (Westall és
Filtenborg 1998), fokozza a biogén aminok képzddését (Wyder et al. 1999; Gardini et al. 2006;
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Linares et al. 2012) és gatolja a Penicillium roqueforti szaporodasat (van den Tempel és
Jakobsen 2000). Az ellentmondésokra magyarézatként szolgal, hogy ezekkel a tulajdonsagokkal
kapcsolatban torzs-specifikus kilonbségeket figyeltek meg (van den Tempel és Jakobsen 2000).

A'Y. lipolytica-t 6sszefliggésbe hoztak sajtok felszini barnulasaval is (Carreira et al. 1998;
Ross et al. 2000; van den Tempel és Jakobsen 2000). Az altala termelt tirozindz enzim a tirozin
oxidalésdval okozza a barnulast, mely féleg az érési id6 végén jelentkezik, amikor a pH
alacsonyabb (Carreira et al. 1998; Ross et al. 2000; Carreira et al. 2001). Akar a sajt egesz
felszine megbarnulhat és bar ez a hiba nincs hatassal a sajt mindségére, a megjelenéese
meglehetosen ellenszenves a fogyasztok szamara, ami miatt visszautasitjak a terméket, ez pedig
jelentOs gazdasagi veszteséget okoz (Carreira et al. 1998). Az elszinez6désért felelds piomelanin
pigment a tirozin bomlasabdl szarmazé homogentizinsav vagy homoprotokatechinsav Y.
lipolytica sejtek koruli felhalmozddasa, majd lugos kornyezetben auto-oxidacioja és
polimerizacioja réven keletkezik (Carreira et al. 2001). Néhany eldbbieknek ellentmondd
megfigyelést is tettek. Van den Tempel és Jakobsen (1998) szerint nem a Y. lipolytica, hanem a
Candida famata (Debaryomyces hansenii) felelés a barna pigmentek termel6déséért. Bar a D.
hansenii valdban képes pigmentek termelésére, azok mas Uton keletkeznek, mint a Y. lipolytica
altal termelt pigmentek (Carreira et al. 1998). Carreira és munkatarsai (2002) Camembert sajttal
végzett vizsgalatukkal kapcsolatban arrél szd&molnak be, hogy a pigmentképzés mérsékelheto Y.
lipolytica és Penicillium candidum egyuttes alkalmazésaval.

Brocklehurst és Lund (1985) vizsgélata szerint a tarolhatosagi id6 végéhez kozeledve
taroban megndvekedett a Y. lipolytica sejtszama, mégsem azonositottak ezt az élesztét a
lathatéan romlott részb6l. Néhany szerz6 (van den Tempel és Jakobsen 2000; Williams és
Withers 2007) azt a kdvetkeztetést vonta le, hogy a romlashoz valé hozzajarulés is kifejezett

torzs-specifikus kulénbséget mutat.

A fent emlitettekkel szemben a Y. lipolytica elény6s hatasait sem szabad figyelmen kividil
hagyni. Az iparban kevert mikrobapopulédcidkat alkalmaznak az izek javitasa és a pH
csokkentése érdekében, valamint, hogy gatoljak a nem kivant fajok szaporodasat és stabilizaljak
a terméket, vagy elérjék a kivant érzékszervi tulajdonsagokat. Ezek megvalositdsdban az
¢lesztdgombak is részt vesznek, koztik esetenként a Y. lipolytica is pozitiv szerepet jatszik
(Viljoen 2006). Szamos szakcikk szamol be az élesztdgombak fontos szerepérdl a sajt- és mas
fermentalt tejtermékek izének és allaganak kialakitasaban azok eléallitasa soran, a Y. lipolytica-t

a leggyakoribbak és legfontosabbak kézott emlitik (Frohlich-Wyder 2003).
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Tobben megallapitottak (Wyder et al. 1999; Frohlich-Wyder 2003; De Wit et al. 2005;
Lanciotti et al. 2005), hogy a Y. lipolytica hozzajarul olyan érzékszeri tulajdonsadgok
kialakuldsdhoz, mint a sajt aromaja, allaga, ize. Az aromatermelés nagyrészt az illékony
kéntartalmi komponensek, példaul a metantiol, dimetilszulfid, dimetilszulfit, vagy metionol altal
valdosul meg, utobbi mellesleg a borok egyik f6 aromakomponense (Martin et al. 2001; Spinnler
et al. 2001; Lépez Del Castillo-Lozano et al. 2007; Liu és Crow 2010). Pozitiv hatast fejt ki
Cheddar, Raclette- és alacsony zsirtartalmu sajtok izére (Wyder et al. 1999; Ferreira és Viljoen
2003). Sajteldallitassal kapcsolatos kisérletekben az érzékszervi vizsgalatok soran a Y. lipolyica-
val inokulalt sajtok kaptak a legjobb értékelést (Lanciotti et al. 2005).

A Y. lipolytica alkalmazasanak tovabbi elényei kozé tartozik az érlelési id6 lerdvidiilése, ami
gazdasagi elényokkel jar, ezen kiviil valdsziniileg hozzajarul a sajtok eltarthatosagi idejének
meghosszabbodasahoz is (Ferreira és Viljoen 2003; Frohlich-Wyder 2003).

Néhany tanulmanyban az is felmer(lt, hogy a Y. lipolytica gatolja a Bacillus cereus, a Listeria és
a z6ldpenész szaporodasat (Addis et al. 2001; Lanciotti et al. 2005; Monnet et al. 2010). Larpin
és munkatarsai (2006) megallapitottdk, hogy a Y. lipolytica létfontossagl a Livarot sajt
Okoszisztémajanak egyensulyahoz és szintén emlitették az érzékszervi tulajdonsagokra gyakorolt
pozitiv hatasat.

Ezekre az eloény0Os tulajdonsadgokra hivatkozva szamos kutatdcsoport tdmogatja, hogy
sajtok érleléséhez a Y. lipolytica-t is alkalmazzék starterkultiraként (van den Tempel és Jakobsen
2000; Addis et al. 2001; Zarowska et al. 2004; Lanciotti et al. 2005). Tobb szerzé is
megallapitotta, hogy a Y. lipolytica rendelkezik azokkal a fontos tulajdonsagokkal, amik
starterként val6 alkalmazasahoz szlkségesek, mint példaul a proteolitikus aktivitas,
kompatibilitds a tejsavstarter kultardkkal, és, hogy képes a természetesen el6forduld
¢lesztégombakkal (Debaryomyces hansenii €s Saccharomyces cerevisiae) versengeni (Gori et al.
2010). Néhany tanulményban a Y. lipolytica mas mikroorganizmusokkal, kilénésen a D.
hansenii-vel valé szinergista hatasait hangsulyoztak (Freitas et al. 1999; De Wit et al. 2005).
Wyder et al (1999) azt tapasztalta, hogy a Y. lipolytica képes csokkenteni a D. hansenii
érzékszervi tulajdonsagokra kifejtett negativ hatdsat. Kemény sajtok gyartasakor kiegészitd
starterként alkalmazva a Y. lipolytica-t és D. hansenii-t, azok tAmogatjak a tobbi starter mikrobat
az érlelés soran (De Wit et al. 2005). Egylttes alkalmazasuk hatékonysagara magyarazatként
szolgalhat Addis es munkatarsai (2001) megallapitasa, mely szerint a D. hansenii egyes torzsei
fokozzak a Y. lipolytica szaporodasat.

Wyder és munkatarsai (1999) szerint a sajtgyartds soran a kiemelkedé aroma elérésének

érdekében soha nem szabadna kihagyni a Y. lipolytica-t a folyamatbol. A fentebb emlitett
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szerzOk ennél Ovatosabb Kkijelentéseket tettek, szerintik bar érdemes a Y. lipolytica-t
tarskulturaként alkalmazni, er6s enzimaktivitasa, a P. roqueforti novekedésének géatlasa és az
elszinezOdéshez vald esetleges hozzajaruldsa miatt a szaporodasat nagyon koriiltekintéen
szabalyozni kell (Cantor et al. 2004). Romano és munkatarsai (2006) szerint a sajtgyartasban
starterkultirakent valo alkalmazésa esetleg nehezen kontrollalhatd lehet kifejezett proteolitikus
és lipolitikus aktivitasa miatt.

A fentiekbdl lathato, hogy a sajteldallitas soran mennyire keskeny a hatéar a Y. lipolytica
elény0s hatasai és az alkalmankénti romlashoz vald hozzajarulasa kézott. Raadasul a fogyasztok
iz- és illat preferenciai eltéréek lehetnek, igy ami egyesek szerint kivanatos, masok romlasnak

tekinthetik (Bourdichon et al. 2012).

Tobb lehetdség is van arra, hogy a kereskedelmi sajtgyartds sordn kikiiszoboljék a Y.
lipolytica esetleges tulszaporodasabdl adodd karos hatasokat, a mellékizek és -illatok
megjelenését, a P. roqueforti szaporodasanak gatlasat. Megoldast jelenthet példaul, ha az
érlelékultarakban egyediili torzsek helyett kiegyensulyozott Osszetételli mikrobakozosségeket
alkalmaznak, vagy ¢él6 mikroorganizmus helyett Y. lipolytica-bol izolalt enzimeket,
extraktumokat vagy Y. lipolytica altal termelt aroméakat hasznalnak (Groenewald et al. 2013).
Mivel némiképp érzékeny a magas NaCl koncentraciora, szaporodasa ezzel korlatozhaté lehet
példaul kéksajtokban (Romano et al. 2006).

Szadmos kisérletet végeznek arra vonatkozdan, hogyan lehet bevonni a Y. lipolytica-t
komplex sajt mikroba-kdzdsségekbe (Martin et al. 2001; Deetae et al. 2009; Delbes-Paus et al.
2012; Irlinger et al. 2012). Lourens-Hattingh és Viljoen (2002) szerint a probiotikus baktériumok
szaporodasanak tdmogatasa és életben maradasa végett a joghurtelGallitas soran is érdemes

megfontolni a Y. lipolytica starterkultdraként valé alkalmazésat.

21.2. A Yarrowia csoport tagjainak eléfordulasa ¢és szerepe hiusokban és

haskészitményekben

A Y. lipolytica el6fordulasat a tejhez és tejtermékekhez hasonléan hisban és halban is
gyakran megfigyelték (Deak 2008), féleg daralt és szeletelt hus esetében az egyik leggyakrabban
izolalt élesztégomba (Fleet 1992). Friss marhahusbol (Liang 1989) és kolbaszokbdl (Viljoen et
al. 1993) is gyakran izolaljak. Az alacsony homérséklethez, magas sokoncentraciohoz és
alacsony pH értékhez valo alkalmazkodo-képességének koszonhetéen fermentalt kolbaszokban

az egyik leggyakoribb élesztégomba (Romano et al. 2006).
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Egy 1987-es vizsgalat soran friss marhahusbdl izolalt élesztégombak 69%-at, valamint sonkabdl
izolalt éleszték 62%-at azonositottak Y. lipolytica-ként (Liang 1989). Ezzel szemben egy
irodalmi attekintés (Fung és Liang 1990) szerint kiilonb6z6 husokbdl izolalt 41 torzs koziil egyik
sem Y. lipolytica.

A'Y. lipolytica-t izolaltak hiitve tarolt vagy besugarzott baromfihtisbol is (Sinigaglia et al. 1994;
Ismail et al. 2000). Pacolt baromfihusbol izolalt élesztégombak 45,5%-at, sult baromfihlsbdl
izolalt élesztégombak 54,5%-at azonositottdk Y. lipolytica-ként, de csirkeméjon, -szarnyon és
pulykanyakon, pulykakolbaszban is a legnagyobb szamban mutattak ki (Ismail et al. 2000).
Kimutattak spanyol fermentalt kolbaszokbdl (Encinas et al. 2000), német kolbaszokbol, (Samelis
és Sofos 2003), bécsi (Viljoen et al. 1993), frankfurti (Drake et al. 1959) és més virslikbél,
sonkabdl (Liang 1990), napon szaritott hiisszeletbél (Wolter et al. 2000); szalamibdl (Gardini et
al. 2001) és halbol (Leme et al. 2011). Abunyewa és munkatarsai (2000) vizsgalatai alapjan
szalamiban a harmadik leggyakoribb élesztégomba, az izolalt élesztok kozel 14%-a tartozott
ebbe a fajba. Pastirmabol (t6rok préselt hads) a maéasodik legnagyobb szdmban izolalt
¢élesztégomba (12%) a C. (Y.) deformans volt, 11%-uk C. galli, 10%-uk C. alimentaria, 5%-uk
Y. lipolytica. Ezek az élesztégombak a termék eldallitasa soran minden mintavételi pontnal
megtalalhatok voltak (Ozturk 2015). Nielsen és munkatarsai (2008) nyers hasbdl és szalonnabdl

egyarant izolaltak Y. lipolytica-t és C. alimentaria-t.

Akarcsak a sajtok esetében, kolbdszok és mas husipari termékek érésével és/vagy
romlasaval is Osszefliggésbe hoztdk a Y. lipolytica-t, és szintén megallapitottdk, hogy e két
jelenség kozott keskeny a hatér.

A'Y. lipolytica husok romlasahoz val6o hozzajarulasat néhanyan megkérdéjelezik csakigy, mint
sajtok esetében. Groenewald és munkatarsai (2013) irodalmi attekintése alapjan egyes
végehez kozeledve, Nielsen és munkatarsai (2008) szerint az eltarthatosagi idé végén nem volt
kimutathaté a vizsgalt hdskészitményekben. Viljoen és munkatarsai (1993) vizsgalata alapjan
elsdsorban friss htisokban fordul eld, mas esetekben inkabb romlott hisokbol tudtadk nagyobb
szamban izolalni (Viljoen et al. 1998).

Néhany szerz6 szerint kiemelkedd szerepe van a Y. lipolytica-nak a hisok romlasaban (Ismail et
al. 2000; Samelis és Sofos 2003; Deak 2006). Viljoen és munkatarsai (1998) szerint annak
ellenére, hogy az élesztégombak csak ritkdn kozvetlen okai a romlasnak, mégis szildrdan
képviseltetik magukat a romlott baromfihlisok mikroba-kdzosségében. Vizsgalatuk soran Y.

lipolytica-t is detektaltak, a baromfi termékek romlasanak el6rehaladasaval egyre nagyobb
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szamban. A Y. lipolytica mellékiz kialakulasat és kozvetve biogén aminok mennyiségének
novekedését is okozza (Wyder et al. 1999; Gardini et al. 2006). Egy esetben az érzékszervi
birdlok nem értékelték jonak a Y. lipolytica kolbészérlelésben valé alkalmazasat (lucci et al.
2007).

Szamos élesztégomba, koztiik gyakran a Y. lipolytica is jelentésen hozzajarul fermentalt
haskészitmények izének kialakulasahoz, ellensulyozzék vagy modositjdk a kevert baktérium-
starterkulturék tevékenysége altal okozott savas pH-t (Viljoen 2006).
¢élesztégombak kozott szerepel a Y. lipolytica, hozzajarulva az emlitett termékek izének és
szinének Kkialakuldsdhoz (Samelis és Sofos 2003). Selgas és munkatérsai (2003) megallapitottak,
hogy a Y. lipolytica fokozza az illékony komponensek képz6dését, ezzel javitva a késztermék
izét és érzékszervi mindségét.

Romano és munkatarsai szerint (2006) az élesztdgombak feladata, hogy késleltessék az
avasodast, megdvjak a nitrozomioglobint az oxidativ bomlastél, ezaltal megérizzék a fermentalt
kolbaszok tetszetds vOrds szinét. A Y. lipolytica képes a szabad zsirtartalmat lecsokkenteni
(Gardini et al. 2001), a telitetlen szabad zsirsavakat izkomponensekké metabolizalni vagy
oxidalni (Ordofiez et al. 1999). S6t, az altala termelt lipdzok pH 5,5 értéken a telitett szabad
zsirsavak felszabaduldsanak kedveznek, ami pozitiv hatdssal lehet az avasodéas csokkentésére,
ami elsGsorban a tobbszordsen telitetlen szabad zsirsavak miatt kdvetkezik be (Romano et al.
2006).

Csakugy, mint sajtok esetében, néhany szerz6 (Gardini et al. 2001; Romano et al. 2006;
Patrignani et al. 2007, 2011) javasolta a Y. lipolytica szarazfermentalt kolbaszok
starterkulturgjaban vald alkalmazésat azzal indokolva, hogy szerintiik ez az élesztégomba
bizonyitottan hozzajarul a kolbaszok kiemelkedd érzékszervi tulajdonsagahoz és altalanos
minéségéhez, s6t valosziniileg az érési id6 lerovidiiléséhez is. Romano (2006) szerint komoly
érdeklddésre adhat okot starterkultiraként vald alkalmazasa a hagyomanyos szarazfermentalt
kolbaszok gyartasaban, mivel fokozott proteolitikus aktivitdsa altal hozzajarul a fehérjék
lebontasahoz, lipolitikus aktivitasa altal pedig a lipidek aranyéat valtoztatja meg, leréviditheti az
érlelési 1dot.

A fentiek alapjan belathatd, hogy a toérzsspecifikussagnak milyen nagy szerepe van
abban, hogy az adott mikroorganizmus az adott termékek éréséhez vagy romléséhoz jarul-e

hozzé és milyen mértékben.
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2.1.3. A Yarrowia csoport tagjainak eléfordulasa és szerepe egyéb élelmiszerekben

A huason, huskeszitményeken és tejtermékeken kivil méas élelmiszerek széles korében is
kimutattdk a Y. lipolytica-t. El6fordul fermentalt élelmiszerekben, példaul tempeh-ben (indiai
eredetli, fétt szojababbol késziilé, nemes penészes érleléssel elballitott élelmiszer), kovaszban,
savanyu kovészban (Samson et al. 1987; Romano et al. 2006). Izolaltak még tidit6italokbol
(Stratford 2006), gyumolcskoncentratumokbol (Sancho et al. 2000), majonézbdl (Buick és
Damoglou 1989), valamint hiit6tt és fagyasztott, feldolgozott termékekbél (Diriye et al. 1993;
Ismail et al. 2000).

A sajttal és hussal Osszefiiggd fent emlitett példak mellett olyan beszamolok is
megjelentek, amik felvetik, hogy a Y. lipolytica hozzajarulhat a vaj, (Lopandic et al. 2006),
margarin (Pitt és Hocking 2009), joghurt (Liu és Tsao 2009), majonéz alapu salatadk (Buick és
Damoglou 1989), halak és tenger gylmdlcsei (Fleet 1992; Oh et al. 1998; Deak 2006)
romlasdhoz. Akar 500 db Y. lipolytica sejt is elegendd ahhoz, hogy nem kivant mellékizt

okozzon margarinban (Pitt és Hocking 2009).

A fent emlitett tanulmanyok soran csak néhany esetben alkalmaztak molekuléris
modszereket a mikrobak azonositashoz, igy a legtobb esetben feltételezhetd, hogy a Y. lipolytica-

ként emlitett torzsek egy része val6jaban a Yarrowia csoport mas fajaihoz tartozik.

2.1.4. A Yarrowia csoport tagjainak eléfordulasa élelmiszereken kiviil

A'Y. lipolytica széleskoriien elterjedt a természetben. Izolaltak torzseit 6rolt kukoricabol,
rost maradvanyokbol, szaruhartya sebbdl, kdolajtarold tartalybol, kopetbdl, talajbol. Elsddleges
¢l6helye a természetben nem ismert, de gyakran izolaljak nagy lipid-tartalmu helyekrdl, tengeri
kornyezetbdl, tobbek kozt nagy soétartalmu vizekbdl, mint példaul a Holt-tenger, vagy a Nagy-
Sosto. Ezeken kiviil izolaltdk szarvasmarhdk és halak {irtilékébdl, emberek szdjiiregébdl
(Kurtzman et al. 2011), kéolajjal szennyezett tengervizbdl (Palande et al. 2014).

Y. deformans-t izolaltak emberrdl, koromrél; C. hollandica-t szarvasmarha hatarol, C.
hispaniensis-t cincér larvabdl (Kurtzman et al. 2011); Y. divulgata-t mélytengeri vizb6l és 6ceani
halakrol (Nagy et al. 2013); Y. porcina-t tropusi folyo iiledékéb6l (Nagy et al. 2014), Y.
keelungensis-t tenger felszini rétegébdl (Chang et al. 2013).
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2.2. A Yarrowia csoport taxonomiaja és diverzitasa

A legutobbi filogenetikai besorolas szerint a Yarrowia nemzetség a Saccharomycetes
osztalyban, a Saccharomycetales rendben helyezkedik el és a Wickerhamiella testvércsoportja
(Kurtzman 2011).

A Yarrowia nemzetségben sokéaig a Yarrowia lipolytica volt az egyetlen ismert teleomorf
(ivaros) faj, anamorf (aszexualis) valtozata a Candida nemzetségbe tartozik, neve Candida
lipolytica, 1921-ben Hollandidban izolaltak lejart fogyaszthatosagi idejii margarinbol. Jacobsen,
aki tanulmanyozta, lipolitikus tevékenysége miatt Torula lipolytica-nak nevezte (nom. nud.), de
nem irta le a fajt. A torzs Harrisonhoz kertilt, aki a Mycotorula nemzetségbe sorolta és 1928-ban
Mycotorula lipolytica néven irta le. Alhifa képzésére vald képessége miatt 1942-ben a Candida
nemzetségbe soroltdk és néhany korabban leirt fajt is C. lipolytica-val megegyez6nek talaltak
(Lodder és Kreger-van Rij 1952). Ezek a fajok a kovetkezOk: Monilia cornealis, Proteomyces
cornealis, Pseudomonilia deformans, Candida deformans (Lodder és Kreger-van Rij 1952).

Lodder és Kreger-van Rij (1952) szerint Kreger-van Rij és Verona 1949-ben irta le az
olajbogyorol izolalt Candida olea-t, amit a C. lipolytica-tél kulénall6 fajnak hittek, mivel azt
tapasztaltak, hogy sejtjei altalaban révidebbek, az alhifai eltér6 modon fejlédnek, nem képez
valddi hifat és a C. lipolytica-val ellentétben malata levesben csak vékony hartyat képez és
egyeduli szénforrasként etanolt tartalmazé tapkézegben jobban szaporodik. Lodder-t és Kreger-
van Rij-t (1952) négy Ujabb lipolitikus torzs izollasa késztette arra, hogy felllvizsgaljak az
emlitett két faj kozti kulénbségeket, amelyek tobbségét vizsgalataik soran nem tapasztaltak, igy
arra a megallapitasra jutottak, hogy a C. olea-t szintén megegyezik a C. lipolytica-val.

A C. lipolytica teleomorf alakjat Wickerham és munkatarsai irtak le 1970-ben
Endomycopsis lipolytica-ként. Egy évvel késébb van der Walt és Scott (1971), majd von Arx
(1972) ramutattak, hogy az Endomycopsis nemzetségnév érvénytelen, mert csupan szinoniméja a
Saccharomycopsis-nak. Igy a legtébb Endomycopsis fajt van der Walt és Scott (1971) atsoroltak
mas nemzetségekbe, azonban az Endomycopsis lipolytica-t ekkor még nem. Ezt a fajt Yarrow
(1972) vizsgélta tovabb és sorolta at a Saccharomycopsis nemzetségbe, igy Uj neve a
Saccharomycopsis lipolytica lett. Yamada és munkatarsai (1976) megfigyelték a S. lipolytica-nal
a Q-9 koenzim jelenlétét, mig az Endomycetaceae és Saccharomycetaceae csaladok legtdbb tagja
Q-6, Q-7 vagy Q-8 koenzim Q-rendszerekkel rendelkezik, ezzel eldrevetitették uj nemzetségbe
sorolasat. Néhany évvel késobb van der Walt és von Arx (1980) felismerték, hogy a S. lipolytica
szénhidrat-osszetételében is kilonbozik az emlitett csaladok fajaitdl, mivel sejtjei galaktozt
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tartalmaznak. Ezen kivil felfigyeltek arra is, hogy a S. lipolytica aszkosporai mind méretiket,
mind alakjukat tekintve nagy valtozatossdgot mutatnak, ezzel egyedinek tiinnek a tobbi
Saccharomycopsis faj aszkosporéaihoz hasonlitva. Az emlitett eltérésekre hivatkozva bevezettek
egy Uj nemzetséget, a Yarrowia-t, melynek tipusfajaként az ide atsorolt S. lipolytica-t jel6lték ki,
Yarrowia lipolytica névvel. Mivel akkor még nem voltak ismertek kdzvetlen rokonai, a Y.
lipolytica egy jol elkiiloniilé helyet foglalt el az Endomycetales rendben (van der Walt és von
Arx 1980).

A Yarrowia (C.) deformans-t, ahogy fentebb emlitettem, 1942-t61 a C. lipolytica-val
azonos fajnak tekintették. Van Uden és Buckley (1970) fenotipusos jellemz6i alapjan még
mindig a C. lipolytica valtozatanak tekintették, mint C. lipolytica var. deformans, amit -
glukozid-asszimilalé képessége alapjan kilonitettek el a C. lipolytica var. lipolytica-tol. Meyer
és munkatarsai (1984) morfologiai és fiziologiai tulajdonsagok alapjan ugy gondoltak, hogy a C.
deformans az akkoriban S. lipolytica-nak nevezett Y. lipolytica imperfekt, aszexudlis valtozata.
Mivel aszkospérakat taldltak a C. deformans tipustrzsének és frissen izolalt Y. lipolytica térzsek
keverékében, igy arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a C. deformans a Y. lipolytica
szinonimajaként tekinthetd. Igy a Yarrowia nemzetség késobbi feldolgozasakor Kurtzman
(1998) a C. deformans-t még mindig a Y. lipolytica szinonimajaként emlitette.

Az 1990-es évektdl kezdve elkezdték az élesztégombakat filogenetikai megkozelités
alapjan Gjrarendszerezni (Bigey et al. 2003; Knutsen et al. 2007; Kurtzman és Robnett 1994,
1995, 1998; Suzuki et al. 1999). Ezek a tanulmanyok betekintést engedtek a Y. lipolytica és a
Yarrowia csoport tobbi fajanak filogenetikai elhelyezkedésébe és lehet6vé tették a fajok kozti
hatarok megismerését. A SSU rRNS (Suzuki et al. 1999) és a részleges LSU rRNS
génszekvenciak (Kurtzman és Robnett 1994, 1995, 1998) ¢sszehasonlitasa eredményeként arra a
megallapitasra jutottak, hogy a Y. lipolytica tavoli rokona a legtobb ismert aszkuszos
¢lesztbgombanak. Kurtzman és Robnett 1995-ben és 1998-ban a Y. lipolytica legkdzelebbi
rokonanak az Aciculoconidium aculeatum-ot vélte, de a legfrissebb, 5 gén vizsgalatan alapuld
vizsgalat (Kurtzman és Robnett 2013) eredménye egy kordbbi, 1994-ben megjelent
publikaciojukkal van @6sszhangban, mely szerint a Wickerhamiella a Yarrowia nemzetség
legkdzelebbi rokona. Az emlitett vizsgalatok alapjan Y. lipolytica-t taxondémiailag akkoriban a
Hemiascomycetes osztalyba soroltak, azonban néhany tulajdonsagban eltér az ebbe a csoportba
tartozé fajoktol, mint peldaul az rRNS genek egyedi sejtmagi rendez6dése (Fournier et al. 1986).
Bigey és munkatarsai (2003) kilonbségeket talaltak a Y. lipolytica és a C. deformans lipaz

génjeit kodolo régidinak szekvenciai kozott, ezaltal elséként ismerték fel, hogy két kilonalld
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fajrol van sz6. Megallapitasukat alatdmasztottak azzal, hogy 14 nukleotid kiillonbseget talaltak a
26S rRNS geének D1/D2 régidi kozott.

2004-ben Péter és munkatarsai csirkemellb6l és csirkemajbol szarmazd torzsek alapjan
leirtdk a Candida galli-t. Ezek a torzsek fenotipusos tulajdonsagaik alapjan a Yarrowia
lipolytica-ra hasonlitottak, de rRNS génjuk kis (18S) és nagy (26S) alegysége alapjan
egyértelmiien 0j fajnak bizonyultak. A C. galli a genetikai kilonbségen felul rendelkezik olyan
fizioldgiai tulajdonséggal is, mely alapjan elkiilonitheté a Yarrowia lipolytica-tol (Péter et al.
2004).

Knutsen és munkatarsai (2007) fontosnak talaltak, hogy Gjra megvizsgaljak a Y.
lipolytica-val szinonim fajok tipustorzseit és Ujraértékeljék a nemzetseég rendszertanat. Alapos
vizsgalatokat folytattak a Yarrowia és kozeli rokon Candida fajokon kiilonboz6é technikakat
alkalmazva, mint példaul PCR-ujjlenyomat elemzése, a D1/D2 és ITS régidk szekvencia-
Két kordbban leirt fajt, a C. galli-t és (az akkor még Candida yakushimensis-nek nevezett — de
latin leirds hidnyaban nomen invalidum) Yarrowia yakushimensis-t is bevontak a vizsgalataikba,
és leirtak harom (j, Yarrowia csoportba tartozd fajt: a Candida alimentaria-t, Candida
hollandica-t és a Candida oslonensis-t. Bebizonyitottak, hogy a fent emlitett fajok elkiilonithetok
egymastol a LSU rRNS geénjeik D1/D2 régiodinak, valamint ITS régidinak szekvenciai kdzott
talalhato eltérések alapjan. Megerésitették Bigey és munkatarsai fentebb emlitett kovetkeztetését,
hogy a Y. lipolytica és a C. deformans két kilon faj, mivel jelentds kiilonbséget talaltak e két faj
fent emlitett szekvenciai kozott. A legutobbi rendszertani feldolgozasban a C. deformans és a Y.
lipolytica mar kulon fajokként szerepelnek (Kurtzman et al. 2011).

Knutsen és munkatarsai (2007) fajok kozti parosodasra utald aszkospoérakat talaltak a Y.
lipolytica, C. deformans és C. galli néhany torzsének keverékében, de a Candida fajokon belil
nem talaltak komplementer parosodasi tipusokat. C. deformans torzsek kdzott Groenewald és
Smith (2013) figyeltek meg péarosodast és aszkosporaképzést, és leirtak a C. deformans
teleomorf alakjat, a Yarrowia deformans-t, a Yarrowia nemzetség masodik teleomorf fajat,
valamint a Yarrowia yakushimensis-t.

A C. alimentaria, C. hollandica és a C. oslonensis leirasa utan egy évvel Limtong és
munkatarsai (2008) irtdk le a Candida phangngensis-t, az e faj torzseinek és a Y. lipolytica, C.
deformans és C. galli térzseinek D1/D2 és SSU szekvenciai kozott talalt eltérések alapjan.

Kurtzman és munkatarsai a fent emlitetteken kivil a Yarrowia csoport tagjaként emlitik a

C. hispaniensis-t (Kurtzman 2005; Kurtzman et al. 2011).
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Chang és munkatarsai (2013) irtdk le a Yarrowia keelungensis-t, egy tenger felszini
rétegébdl izolalt torzs alapjan, ami nagymértékben képes kédolaj-szénhidrogén bontasara.
2013-ban és 2014-ben még harom Uj, Yarrowia nemzetségbe tartozo faj, a Y. divulgata, a Y.
porcina és a Y. bubula leirasara keriilt sor (Nagy et al. 2013, 2014).

A C. bentonensis-t néhanyan szintén a Yarrowia csoportba soroltdk (Kurtzman 2005;
Kurtzman et al. 2011) annak ellenére, hogy fiziologiai jellemzbi jelentésen kiilonboznek a
csoport tobbi tagjaétol. A Y. lipolytica és rokon fajok ITS és D1/D2 szekvenciéinak filogenetikai
analizise azonban nem tamasztja ald a C. bentonensis Yarrowia csoportba valé tartozasat, e faj
nincs szoros kapcsolatban a vizsgalatba vont Yarrowia csoportba tartozé fajokkal (Nagy et al.
2013).

A gombak nevezéktanardl szolé amszterdami nyilatkozat a molekularis adatok
hozzaférhet6ségére hivatkozva javasolja a pleomorf gombak elnevezési rendszerének
megvaltoztatdsat (Hawksworth et al. 2011), amit a ndvények és gombak nevezéktananak
nemzetkdzi konszenzuson alapuldé szabalykényve, az Algak, Gombak és No&vények
Nevezéktananak Nemzetkozi Kodja (McNeill et al. 2012) elfogadott, igy 2013-t61 elsésorban
filogenetikai csoportositasuk szerint torténik a gombak rendszerezése. Ez nagy hatassal van a
gombak nevezéktanara, azon belll a Yarrowia csoportra is, ahol a Candida fajokat el6bb-utobb a
Yarrowia nemzetségbe soroljak, csakugy, mint az Gjonnan leirasra keriil6, teleomorf alakkal nem

rendelkezd fajokat.

2.3. A Yarrowia lipolytica ipari alkalmazasa

A'Y. lipolytica-nak nem csak az élelmiszeriparban van nagy szerepe. Az alabbi fejezetben
szeretném rdviden bemutatni, milyen sokoldalt és milyen nagy ipari jelentdséggel bir ez az
¢lesztogomba.

A Y. lipolytica ipari alkalmazasanak uttérdje a British Petroleum (BP) volt. 1957-ben
kezdett el a kivald min6ségii fehérje, tigynevezett ,.single cell protein” (SCP), egysejtfehérje-
eldallitas teriiletén tevékenykedni annak érdekében, hogy a gyorsan novekvd népesség szamara
elegendd tapanyagkészletet biztositson. Az ezt kdvetd években kezdték el a C. (= Yarrowia)
lipolytica-t és a Candida tropicalis-t e teriileten alkalmazni. Szardinian épitettek egy évi 100.000
tonna termelésére alkalmas Uzemet, azonban a termék bizonyitott biztonsagossaga ellenére az
olasz hatésagok megtagadtak az engedélyeket. E kudarc és a nyersanyagok aranak nagymértékii

emelkedése miatt a BP ugy dontott, hogy SCP termékeit human élelmezésre vald alkalmazasa
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helyett haszonallatok takarmanyozasara fejleszti tovabb, ehhez kapcsoléddan kiemelkedd szamu
¢és mértékli biztonsagi vizsgalatot végzett (Groenewald et al. 2013).

2009-t61 a lengyel Skotan SA véllalat termel Eurdpaban Y. lipolytica biomasszat
takarmanyélesztoként valo hasznalat céljabol (1200 tonna/év) (Rywinska et al. 2013).

Mirbagheri és munkatarsai (2012) tanulmanyabol kidertl, hogy a Y. lipolytica még az
dltalanosan  alkalmazott ~ Aspergillus  niger-nél is  hatékonyabban alkalmazhato6
citromsavtermelésre. Ezen kivil egyeb szerves savak termelésére is kivaléan alkalmas, példaul
izocitromsav, a-ketoglutarsav, piroszélésav, borostyankésav és ecetsav termelésére is (Heretsch
et al. 2008; Chatzifragkou et al. 2011; Holz et al. 2011; Kamzolova et al. 2009; Otto et al. 2011;
Yuzbashev et al. 2011; Kamzolova et al. 2012; Otto et al. 2012; Zhou et al. 2012; Yu et al.
2012).

A Y. lipolytica-t mannit-, eritrit- és arabinit termelésére is alkalmazzék (De Zeeuw és Tynan
1973a, b; Chatzifragkou et al. 2011; Tomaszewska et al. 2012). A Y. lipolytica-val termeltetett
eritritet felhasznaljak élelmiszeradalékként, édesitdszerként, izfokozoként, nedvesitdszerként,
stabilizatorként, siiritdanyagként, kelatképzoként és allomanyjavitoként (Groenewald et al.
2013).

Mivel a Y. lipolytica nagy mennyiségt lipidet képes felhalmozni sejten bellll az ugynevezett
lipidtestekben, megprobaltak benne lipofil komponenseket tultermeltetni. A linolénsav a legfébb
Y. lipolytica-val termeltetett tobbszordsen telitetlen zsirsav, de a génsebészet segitségével
fejleszthet6k olyan rekombinans toérzsek, melyek tultermelik példaul az eikozapentaénsavat
(EPA), dokozahexaénsavat, arachidonsavat, konjugalt linolénsavat vagy y-linolénsavat (Damude
et al. 2009a, b; Chuang et al. 2010; Zhang et al. 2012).

A'Y. lipolytica-t alkalmazzék karotinoidok termeltetésére is, amit élelmiszerek és takarmanyok
természetes szinezbanyagaként és stabilizatorként hasznalnak fel (Bailey et al. 2008; Sharpe et
al. 2008).

Szintén hasznalhatd aromavegyiletek, példaul 3-hydroxy-y-dekalakton, 2-feniletil acetat és y-
dekalakton el6allitasara, utobbinak jellegzetes barackize van (Vandamme és Soetaert 2002;
Garcia et al. 2009; Bialecka-Florjanczyk et al. 2012).

A'Y. lipolytica alkalmas terapias és ipari fehérjék és enzimek termelésére is. LIP2 lipaza
az exokrin hasnyalmirigy-elégtelenség terapias anyagakeént szolgalhat (Turki et al. 2010).
Hasznaljak lizoszomalis tarolasi betegségek kezeléseben hasznélhatdo enzimek termelésére
(Geysens és Vervecken 2011) és gyogyszerek koltséghatékony gyartasaban hasznalatos epoxid-
hidrolazok termelésére is (Botes és Mitra 2006; Botes et al. 2007).
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Felvetodott a Y. lipolytica bioremediacioban és detoxifikdcioban valo szamos
felhasznalhatdsdga, mint példaul szénhidrogén-szennyezett talajok és vizek bioremediécioja;
2,4,6-trinitrotoluene  (TNT), metil-paration, aflatoxinok vagy brémozott szerves anyagok
detoxifikacioja, szennyviz kezelese, fém-detoxifikacidja (Bankar et al. 2009; Mann és Rehm
1977; Song et al. 2011; Vatsal et al. 2011; Shinde et al. 2012; Wang et al. 2012). Képes
trigliceridek és alifas szénhidrogének lebontéséra (Jain et al. 2004), asvanyolaj-termékekkel és
nehézfémekkel szennyezett talajok remediécidjara is felhasznalhat6 (Strouhal et al. 2003).
Alacsony homérsékleten hatékonyan metabolizalja a gazolajat (Margesin és Schinner 1997). A
Y. lipolytica élelmiszerek feldolgozasdban és kozmetikai készitményekben is alkalmazott
fellletaktiv anyagok termelésére is alkalmas (Amaral et al. 2006; Trindade et al. 2008). Szdmos
emulgedaldszert is termel (Cirigliano és Carman 1985; Amaral et al. 2006; Fontes et al. 2010;
Rufino et al. 2011). Lipidjei alkalmasak a kakovaj-helyettesitésére (Papanikolaou és Aggelis
2011).

A'Y. lipolytica az emlitetteken Kivil a biolizemanyag-eldallitasban is hasznalhato lehet, az altala
termelt lipaz felhasznalasaval biodizel készitheté (Karatay és Donmez 2010; Katre et al. 2012;
Tsigie et al. 2012).

Mindezek a példak tanusitjak a Y. lipolytica alkalmazhatdsaganak széles korét, de fontos
megjegyezni, hogy a Y. lipolytica-ként emlitett torzsek egy része valosziniileg a Yarrowia
csoport mas fajaihoz tartozik. A fent emlitett tanulmanyokban felhasznalt, Y. lipolytica-ként
vizsgalt torzsek tobbsége torzsgylijteményekbdl szarmazik, ez azonban nem zéarja ki annak a
lehetdségét, hogy esetleg eldfordul koztiik néhany tévesen azonositott torzs is. Sajnos még a
legjelentésebb torzsgylijteményeknél is eléfordul, hogy tévesen tartanak vagy tartottak szdmon
egyes torzseket korabbi, hagyomanyos azonositds alapjan, amire azok molekularis
felulvizsgalata soran deriilt fény. Példaként szolgal erre az American Type Culture Collection
(ATCC) munkatarsainak, Suh és Zhou 2010-ben megjelent tanulmanya, melyben tizenharom,
mikologiai gyiijteményiikben Ogataea polymorpha- és Ogataea thermophila-ként nyilvantartott
torzs rRNS génjeit tanulmanyozva felismerték, hogy kdzilik harom térzs mas rendszertani
csoportba tartozik, még csak rokonsagban sem allnak az Ogataea nemzetséggel.

A Yarrowia csoport molekularis modszerrel azonositott tobbi tagjanak ipari
alkalmazhatdséagardl eddig igen keveés publikacio sziiletett.

A C. galli aromatermeld képességérél szamoltak be, képes az izoeugenolt vanillind és

vanillinsavva alakitani (Ashengroph et al. 2011).
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A C. hispaniensis jol szaporodik kilonféle szubsztratokon és nagy lipidtarolé kapacitast mutat,
igy igéretesnek tlinik biotechnologiai felhasznalds szempontjabdl, akar 6nmagéban is, vagy
génjeinek a Y. lipolytica fejlesztéséhez val6 felhasznélasaval (Michely et al. 2013).

A Y. lipolytica élelmiszeriparban vald alkalmazasanak legalapvetébb feltétele, hogy
egészségre artalmatlan legyen.

A'Y. lipolytica az 1. biol6giai biztonsagi szintbe tartozik (De Hoog et al. 2010). Ez a
csoport olyan mikroorganizmusokat foglal magaba, melyekrél nem ismert, hogy betegséget
okoznanak egészséges feln6tt emberekben (Lelieveld et al. 1996). Svéjc az egyetlen orszag, ahol
a Y. lipolytica-t a 2. bioldgiai biztonsagi szintbe soroltdk, azzal az indoklassal, hogy
Osszefiiggésbe hozhatd néhany opportunista fert6zéssel (Groenewald et al. 2013). Elsésorban
stlyosan beteg vagy immunszupresszalt betegeket képes megfert6zni, legtobb esetben centralis
véna katéteren keresztul jut a veérkeringésbe (Liu et al. 2013). Fontos kulonbséget tenni
patogenitas €s opportunista fert6zés kozott. Sok mikroorganizmus képes fert6zést okozni, ha
hozzafér a gazda altal normal esetben védett szovetekhez. A valodi patogének azonban képesek
fertézést okozni altalanosan egészségesnek tekintett egyénekben is (Pariza és Johnson 2001).
Igy, bar izolaltak a Yarrowia lipolytica-t patologiai mintakbol (Liu et al. 2013; Groenewald et al.
2013 és a benne taldlhatd hivatkozasok), nem tekintjuk patogénnek, mivel csak
immunszupresszalt egyeneket képes megbetegiteni. 2013-ban Groenewald és munkatéarsai a
rendelkezésre allo szakirodalmat alaposan attekintették és kodvetkeztetésként megallapitottak,
hogy a Yarrowia lipolytica takarmanyokban és élelmiszerekben vald felhasznalasa, valamint
biotechnol6giai alkalmazésa biztonsagos. Haszon- és laborat6riumi allatokon végzett vizsgélatok
alapjan megallapitottak, hogy a Yarrowia-eredetii termékek mellékhatasok nélkiil hasznalhatok.

A Y. lipolytica ¢élelmiszereckben valo természetes el6fordulasa biztonsagi szempontbol
Ujabb kérdéseket vethetne fel, de fontos hangsulyozni, hogy az el6zd fejezetekben ismertetett
esetekben az élelmiszerromlas kizarélag az élelmiszer izére vagy megjelenésére korlatozddott.
Egyetlen esetben sem talaltak bizonyitékot Y. lipolytica-val 6sszefiiggdé €lelmiszermérgezésre
vagy egyéb egészségligyi veszélyre. Nem ismertek olyan anyagcseretermékei sem, melyek
allatokra vagy emberekre toxikusak lennének (Groenewald et al. 2013), leszamitva a sajtokban
¢és husokban biogén aminok termelédéséhez valo hozzajarulasukat (Gardini et al. 2006), de azok
koncentracioja (120 mg/kg-ig) nem hordoz egészségugyi kockazatot (Wyder et al. 1999).
Groenewald és munkatérsai (2013) szerint az immunszupresszalt és katéterezett betegekkel
kapcsolatos opportunista fertézésekhez valo esetenkénti hozzajarulasa nem sulyosabb, mint mas,

biztonsagosan hasznalt mikroorganizmusoke, mint amilyen példaul a Saccharomyces cerevisiae.
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2.4. Az élesztogombak rendszertani azonositasanak modszerei

Az élesztégombakat hagyomanyosan fenotipusos tulajdonsagaik alapjan azonositjak,
mint peéldaul szamos szén- és nitrogenforrds asszimilaciojara vald képesség, szaporodas
kiilonb6z6 homérsékleteken és kiilonbozé koriilmények kozott. A The Yeasts - a Taxonomic
Study (Kurtzman et al. 2011) 6todik, legfrissebb kiadasdban még mindig szerepel az ilyen
hagyomanyos azonositasi mddszereken alapuld hatarozdkulcs, és, hogy a Y. lipolytica
azonosithatd ilyen tulajdonsagok alapjan. Ez azonban nem teljes mértékben igaz, mivel a Y.
deformans-t6l nem minden esetben kiilonithetd el megbizhatdan, sét, az utdbbi két évben leirt
Yarrowia porcina-tol, Yarrowia divulgata-t6l és Yarrowia keelungensis-t6l sem. A Yarrowia
csoport fajainak azonositasahoz megbizhatd eszk6z az ITS és D1/D2 régiok szekvencia analizise
(Knutsen et al. 2007). Nemrégiben az ITS régiot univerzalis gomba ,,vonalkod”-keént jelolték ki
(Schoch et al. 2012), de élesztégombak azonositdsahoz a D1/D2 régidk szekvencia analizise
elengedhetetlen (Kurtzman et al. 2011).

A fentiek alapjan megallapithatd, hogy a korabban, hagyomanyos modszerekkel Y.
lipolytica-ként azonositott torzsek egy jelentds része nagy valdsziniiséggel tévesen lett
azonositva. Nielsen és munkatarsai (2008) felhivtak a figyelmet arra, hogy mivel a Y. lipolytica
és C. alimentaria egymas mellett el6fordulnak huskészitményekben, feltehetd, hogy néhany
korabban azonositott Y. lipolytica val6jaban talan C. alimentaria, vagy a csoport mas tagja. igy a
Y. lipolytica el6fordulasarol, élelmiszerekben vald szerepérdl, ipari jelent6ségér6l készilt
beszamolok nem teljesen pontosak, mivel a vizsgalt torzsek egy része esetlegesen a csoport mas
fajait kepviselik.

2.4.1. Morfoldgiai és fizioldgiai tulajdonsagokon alapulé hagyomanyos azonositas

Az élesztdgombak hagyomanyos azonositasa fenotipusos (morfologiai, fiziologiai és
biokémiai) tulajdonsagokon alapul és szamos vizsgalatot foglal magaba, ami munka- és
idbigényes.

Az élesztégombak szamos tulajdonsagat vizsgaljdk az azonositasukhoz, ) fajok
leirasdhoz. A morfoldgiai vagy fizioldgiai jellemzdk megléte vagy hidnya eredetileg az
ismeretlen izolatumok azonositdsira szolgalt. Az élesztok jellemzéséhez és azonositdsdhoz
hasznalt sztenderd teszteket részletesen ismertetik a monografiakban (Lodder és Kreger-van Rij
1952; van der Walt 1970; van der Walt és Yarrow 1984; Yarrow 1998; Kurtzman et al. 2011).
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A hagyomanyos azonositasban fontos szerepe van az ivartalan és ivaros szaporodasnak, a
sejtfalszerkezetnek, szeptumok és sporék tulajdonségainak; azoknak a teszteknek, melyek a
cukrok erjesztésének és a szén- és nitrogénforradsok asszimilaciojanak vizsgélatara alkalmasak,
tovabba, hogy milyen koriilmények teszik lehetdvé a vizsgalt élesztégomba Szaporodasat. Az
ivaros szaporodas kovetkezményeként keletkez6 spordk szama, alakja, az aszkuszok
ellenalldsaga és a konjugacio létrejotte megkdnnyitheti az azonositast, azonban azok detektalasa
gyakran kiilonboz6 tenyészetekb6l szarmazo komplementer parosodasi tipusok keresztezését és
rendkiviil id6igényes €és gyakran bizonytalan. Az ivartalan szaporodas jellegzetességei szintén
fontosak az azonositasban. A sarjadzads mddja (multilateralis, bipoléris, monopolaris), sejtek
hasadéasa, artrokonidiumok és ballisztokonidiumok képzése, a sejtek alakja és mérete, valodi- és
alhifa képzése, a telepek jellemzdi mind fontos szerepet jatszanak a hagyomanyos azonositasban.
Fontos jellemzé a kiilonboz6 szénforrasok erjesztésére és szén- és nitrogénforrasok
asszimilacidjara vald képesség, szaporodoképesség kiilonbozo homérsékleteken, vitaminmentes
tapkozegben, 50%-0s gliikdz- vagy 10%-o0s NaCl-tartalma tapkdzegben; cikloheximid vagy 1%
ecetsav jelenletében. Az ureaz teszt segitségével a Saccharomycotinak elkiilonithetok a
bazidiomikotaktol, az aszkomikota és bazidiomikota éleszték megkiilonboztetésére a DBB
(Diazonium Blue B) teszt szolgal (Deédk 2008).

Az ajanlott tesztek szama valtozd. Ahogy n6é a fajok és nemzetségek szama, a
megkiilonboztetésiikhoz sziikséges fiziologiai tesztek és figyelembe veendd biokémiai jellemzdk
szama is novekszik. A legels6 taxonomiai monogréfiaban (Lodder és Kreger-van Rij 1952) még
csak hat szénforras hasznalatat emlitik a fermentacios és asszimilacios tesztekhez, késébb
ezeknek a szama jelentésen megndtt, 1984-ben van der Walt és Yarrow mar 20 szénforras
felhasznalasanak tesztelését emliti, a legutébbi monografia pedig mar (Kurtzman et al. 2011)
kodzel szaz fenotipusos tesztet emlit.

A morfoldgiai és fiziologiai teszteken alapuldé hagyomanyos azonositasnak tébb hatranya
is van: a tesztek eredményei néha bizonytalanok és az elvégzésiik rendkiviil id6- és
munkaigényes, ugyanazon faj egyes torzsei kzott a morfologiai tulajdonsagok (példaul a sporak
alakja, filamentumok jelenléte) gyakran eltérhet, a fizioldgiai tulajdonsagokat pedig (példaul egy
szubsztrat felhasznaldsat lehetové tevo enzim termelddése) gyakran egyetlen gén hatarozza meg,
ami mutacio soran megvaltozhat. igy az ezeken a teszteken alapuld osztalyozasnak komoly
korlatai vannak (Deak 2008).

Szamos mddon probaltak megkdnnyiteni az azonositas folyamatat, példaul miniatirizalt,

egyszerisitett modszerekkel, kereskedelemben kaphatdo készletekkel ¢és automatizalt
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rendszerekkel. A meghatarozas egyszeriisitése és gyorsabba tétele végett Dedk és Beuchat
(1987) egy egyszeriisitett modszert dolgozott ki az élelmiszerekben gyakran el6forduld, romlast
okozd élesztégombak azonositasara. Ezek a biokémiai és fiziologiai tulajdonsagon alapulo
egyszerlsitett tesztek azonban nem nyujtanak elegend6é és/vagy megbizhatd informaciot az
azonositashoz (Rohm és Lechner 1990, Deak és Beuchat 1993). Napjainkban szamos gyarilag
elkészitett identifikacios gyorsteszt is rendelkezésiinkre all, melyekkel az azonositashoz
szlikséges tesztek ideje lényegesen lerdvidil, a tesztek szédma és az elvégzésiikhdz szikseges
munka jelentdsen csokkenthetd. Ebbdl adoddan e modszerek alkalmazéasaval a fent emlitett okok

miatt egyébként sem tul megbizhat6 azonositas igy meg kevésbé megbizhatova valik.

2.4.2. Molekularis modszereken alapul6 azonositas

A megbizhaté azonositasnak genotipusos tulajdonsagokon kell alapulnia, genetikai
hasonlésagokat €s kiilonbségeket figyelembe véve. Ezt a molekularis technikak teszik lehetéve,
melyekkel azonosithatok a fajok, de akar fajon beliil is elkiilonitheték az egyes torzsek.
Alkalmazasuk nagy hatassal van az élesztdgombak rendszerezésére, a molekuldris megkozelités
lehetévé teszi a rendszertani kategoriak filogenetikai elrendezését (Dedk 2008).

A fenotipusos tulajdonsagokkal ellentétben a nukleinsav szekvenciakban megnyilvanuld
genotipus sokkal stabilabb, mivel a mikroba szaporodasa soran azt nem befolyasolja annak
kornyezete. Bar a DNS molekulak ki vannak téve mutacioknak és szekvencia-
atrendezodéseknek, amik a kozel rokon fajok, vagy akar még az egy fajhoz tartozd torzsek
kdzott is okozhatnak kiildnbségeket (polimorfizmus), a mikroorganizmusok mégis megbizhatdan
jellemezhetdk DNS vagy RNS szekvenciaik kozti kiilonbségek alapjan (Deak 2008).

2.4.2.1. Polimeraz lancreakcio

A polimerdz lancreakci6 (PCR) lehetdvé teszi specifikus, akar kis mennyiségben
jelenlévé DNS szekvencidk exponencidlis felszaporitasat. Harom 1épésbdl 4llo ciklusok
ismétlodésével megy végbe. Az elsé 1€pés a denaturalas, amikor magas homérsékleten (~95 °C)
a DNS két széla elvalik egymaéstol. A masodik 1épés az oligonukleotid primertdl fiiggéen 40-60
°C-on megy Vvégbe, a primer hibridizdl az egyszald DNS szakasszal. Harmadik lépés a
lanchosszabbitas, mely polimerdz enzim segitségével megy végbe, ami a reakcidelegyben
talalhatd  dezoxi-ribonukleotid-trifoszfat (dNTP) molekulakat felhasznalva végzi a

lanchosszabbitast ~72 °C-on. Az e harom 1épésbdl allo ciklus 25-35-szor ismétlédik. Egy ciklus
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soran a DNS mennyisége megduplazddik. Az utolsé ciklust egy végsd lanchosszabbito 1épés,
majd hiités kdveti (Dedk 1998).

A reakcid specifikussaga a denaturélt, egyszali DNS-hez hibridizal6d6 oligonukleotid
legegyszertibb modja az agardz gél-elektroforézissel elkilonitett PCR termékek etidium-
bromiddal valé megfestése, majd UV fénnyel valdo megvilagitasa. Az alap PCR technikénak
szamos valtozatat dolgoztak ki, ezek tobbsége alkalmazhato élesztégombak azonositasara (Deédk
2006).

A rendszertanban ¢s az azonositdsban nagy jelentéségli rRNS gének vizsgalatara
egyszeriiségiik és gyorsasaguk miatt jol hasznalhatok a PCR-re alapozott eljarasok. Az rRNS
gének szamos élesztdgombaban egyiitt, sokszor ismétlédé szakaszokban helyezkednek el.
Erdsen konzervalt régidi vizsgalatabol tobbnyire filogenetikai kdvetkeztetések vonhatok le, a
nagyobb variabilitast mutaté szakaszok pedig a kozeli fajok vagy torzsek elvalasztasat teszi
lehetévé (Deak 1998).

Az rRNS gének vizsgélatan alapulé élesztégomba-azonositasra a 2.4.2.3. fejezetben

ismertetett PCR alapi modszerek alkalmazhatok.

2.4.2.2. Tipizélasra alkalmas PCR alapu technikak

PCR-RAPD

Taladlomra alkalmazott révid primerekkel jellegzetes mintazatot add reakciotermékeket
nyerhetlink. Széles kdrben elterjedt, mivel alkalmazasahoz nem sziikséges restrikcids hasitas,
DNS proba. Szamos vizsgalatban el6nyosnek bizonyult ez a modszer mas molekularis
modszerekkel szemben, azonban hatranya, hogy elsésorban a fajon beliili megkiilonboztetést
teszi lehet6vé és mivel a reakcid alacsony homérsékleten megy végbe igy tobb véletlenszer

kapcsolddas lehetséges, emiatt az amplifikacio eredménye nehezen reprodukalhatd (Deak 1998).

AFLP

Az AFLP technikat szintén hasznéljak genetikai diverzitds vizsgélatara. Az eljaras soran
ismeretlen szekvenciaju restrikcids fragmentumokat sokszorozunk meg. Hasonlit az RFLP-re, a
két eljaras kozott a legfobb kiilonbség, hogy az RFLP-technika a restrikcios fragmentumhossz
kilonbségeit mutatja, mig az AFLP a restrikcios fragmentumok meglétét vagy hianyat jelzi
(Hajosné 1999).

22



DOI: 10.14267/phd.2015033

2.4.2.3. Azonositasra alkalmas PCR alapu technikak

PCR-RFLP

Az élesztéfajok elkiilonitésére PCR-RFLP is alkalmazhat6. Ehhez konzervativ
génszakaszokkal, példaul rRNS gének, illetve nem kddold szakaszainak hatarszekvenciaival
komplementer primerekkel PCR-t végunk. A leggyakrabban hasznalt szakaszok az ITS1 és ITS2,
ritkabban a D1/D2 szakasz (2. abra). A PCR termék restrikcids enzimekkel vald emésztése utan,
az igy keletkezd eltéré hosszusagu fragmentek gélen torténd elvalasztasaval nyerhetd tipizalasra
alkalmas mintazat. Nagy hatranya a sztenderd maodszer és egységes adatbazis hianya (Deék
1998). Tovabbi hatranya, hogy kisebb differenciacios kapacitasal rendelkezik, mivel a mddszer
nem tesz kildnbséget a kdzeli fajok kdzott abban az esetben, ha kevés bazisparkuldnbség van a
vizsgalt szekvenciak kozott és azok nem restrikcios helyre esnek (Teofanova et al. 2012).

18S SSU 58S D1D2 26SLSU 58
NTS , ETS ITs1 [ | 1Ts2 ETs ,NTS[ | NTs
' L I
1700 bp 158 bp 3300 bp 120 bp

2. abra. A sejtmagi rDNS szakaszai.
Az rRNS gének (rDNS) valamint az ITS és NTS szakaszok egymashoz viszonyitott
elhelyezkedése a riboszomalis géncsoportban (Deak 2008).

Mikroszatellit primerrel végzett PCR (MP-PCR)

Specifikus primerekkel olyan fragmenteket szaporitunk fel, melyeket agar6z gélben

futtatva €lesztéfajok és torzsek kozott diagnosztikus kiilonbségeket mutaté mintadzatokat kapunk,
restrikcios hasitas és DNS prébak nélkil is.
Egyszeri ismétlodé szakaszokat, példaul mini- és mikroszatellit szekvencidkat primerkeént
haszndlva, a PCR termékek kozvetlen gélelektroforézisével €lesztdgombatorzsek azonositasara
alkalmas mintazatot kaphatunk. A modszert szamos esetben sikeresen alkalmaztak. A modszer
egyszeriisége, gyorsasaga és sikeres alkalmazasarol a szakirodalomban talalt szamos beszamolo
miatt kisérleteimhez ezt a modszert valasztottam és az alabbiakban részletesebben bemutatom. A
valasztast indokolja az is, hogy a tobbi mddszerrel ¢sszehasonlitva az MP-PCR rendelkezik a
legnagyobb diszkriminacios kapacitassal (Belaj et al. 2003).
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Mikroszatellitek, egyszerii szekvencia ismétlddések (SSR) elszortan fordulnak eld
eukariotadk genomjaban. Ezek rovid szekvencidk, melyek véletlenszertien ismétlddnek a DNS-
ben, elhelyezkedésiik az egyes fajokban eltérd. Az MP-PCR egy rendkivil érzékeny PCR-alapu
technika, mely soran a mikroszatellitek kozti DNS régiokat vizsgaljuk. Az MP-PCR soran a
hibridizacié alacsony hémérsékleten megy végbe, a kb. 15 bazispar hosszusagu primerek
taldlomra kotédnek a megfeleldé DNS szakaszhoz, igy specifikus mintdzatot add
reakcidtermékeket kapunk (Dedk 1998). Elesztdgomba torzsek elkiilonitéséhez gyakran
alkalmaznak olyan ismétl6d6 bazissorrendii primereket, mint példaul a (GAC)s vagy (GTG)s
(Baleiras-Couto et al. 19964, b; Caruso et al. 2002).

Ezt a technikat széleskoriien alkalmazzdk élesztégomba torzsek egymastol vald
megkulonboztetésére (Baleiras-Couto et al. 1996a). A PCR alapl tipizdld technikék
¢lesztdgomba azonositasban vald alkalmazhatdsdgat tobben tanulmanyoztdk és arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy ez a PCR ujjlenyomat technika megfelel az alkalmazott
oligonukleotid primertdl fiiggéen a fajok kozti vagy fajon beliili megkiilonboztetésre (Baleiras-
Couto et al. 1996a). Baleiras Couto és munkatarsai (1996a, b) szerint az MP-PCR, kiiléndsen a
(GTG)s oligonukleotid primer hasznélataval megbizhatdéan alkalmazhatdé akar fajon beldli
megkulonbdztetésre is.

Az MP-PCR technika sordn olyan primereket hasznlunk, melyek komplementerek az
1smétlédo szakaszokkal, igy hozzajuk kotddve a koztiik 1évo kiilonboz6 hossziisagh szakaszokat
szaporitjadk fel (Mittal et al. 2009). Ezeket az eltér6 hosszlisagi szakaszokat agardz
gélelektroforézissel elkulonitve, majd etidium-bromiddal megfestve és UV fénnyel lathatova
téve elkuldnithetjiik egymastol a kiilonb6z6 mikroorganizmusokat.

Baleiras-Couto és munkatérsai (1996a) majonéz és salatadntetek eldallitasa soran izolalt
élesztégombatorzseket probaltak API teszt felhasznéaldsaval azonositani, de nem jartak sikerrel,
viszont az MP-PCR (GAC)s és (GTG)s oligonukleotid primerek felhasznaldsaval kivalonak
bizonyult. Vizsgalataik soran csak ez a modszer tette lehetévé, hogy a Zygosacchromyces
nemzetség fajait elkilonitsék egymastol. Mivel ezzel a mddszerrel a Z. bailii fajon bellil még az
egyes tipusok is elkiilonithet6k voltak egymastol és a romlott élelmiszerekbol izolalt torzsek
megegyeztek a gyartovonalrdl izolaltakkal, a szerz6k még azt is felvetették, hogy a moddszer
alkalmas tdmegesen eléforduld élelmiszerromlas okainak visszakovetésére, sot alkalmazhato
ipari kornyezetben a mikrobiologiai mindségbiztositds monitorozasa részekent, mint gyors
azonositasi modszer. Egy masik tanulmanyukkal 6sszhangban a (GTG)s primert valamivel
hatékonyabbnak taldltak a (GAC)s primernél (Baleiras-Couto et al. 1996b).
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A (GAC)s és (GTG)s primereket sikeresen alkalmaztak Yarrowia lipolytica torzsek fajon belili

elkllonitésére is (Palande et al. 2014).

Egy kozelmultban megjelent tanulmanyban Ramirez-Castrillén és munkatarsai (2014)
arra hivtak fel a figyelmet, hogy az élesztégomba torzsek MP-PCR alapu csoportositdsa nem
teljes mértékben megbizhatd. Az egyes csoportok nem feltétlenil csak azonos fajhoz tartozo
torzseket tartalmaznak és azonos fajhoz tartozé torzsek kiilonbozd csoportokba is keriilhetnek.
(GTG)s és M13 primereket hasznaltak, majd az eredményeket az LSU rRNS gén
szekvenalasaval nyert eredmenyekkel dsszehasonlitva ellentmondasokat tapasztaltak, igy azt a
kovetkeztetést vontak le, hogy a modszerrel szamos esetben valdsziniileg tévesen azonositottak

torzseket, ezzel alulbecsiilve az élesztégombak diverzitasat.

2.4.2.4. DNS szekvenalas

Az élesztégomba fajok és torzsek egymastol valo elkilonitésének legpontosabb maédja a
felszaporitott DNS szekvenaldsa. Szekvenalas soran négy kiilonboz6 reakcidelegyet allitanak
Ossze, amik négyféle nukleotidon és polimeraz enzimen Kivil jeloléssel ellatott didezoxi-
nukleotidot is tartalmaznak. Amikor ezek a DNS szalhoz kapcsolddnak, a szintézis leéll, igy
kiilonb6z6 méretli DNS darabokat kapunk, melyek a gélben kiilonb6z6 savokat adnak, ezeket
Osszeolvasva megkapjuk a bazissorrendet (Dedk 1998).

Ennek a PCR alapu, automata készilékeket alkalmazd szekvenélasnak és a szekvencidk
Osszehasonlitasat lehetdvé tevé GenBank adatbazisnak koszonhetden a modszer egyre
elterjedtebbé és rutinszertien alkalmazhatova és az elmult néhany évtizedben a fajok
azonositasanak legmegbizhatobb eszkozéve valt. A riboszomalis DNS szekvencidk a
legfontosabbak az azonositashoz, rendszerezeéshez és filogenetikai tanulményokhoz hasznalt
jellemzok koziil (Valente et al. 1999). Az rDNS eldnye, hogy minden €16 szervezetben jelen van,
rdadasul tobb kopia van beldle és rendelkezik konzervativ és variabilis részekkel is, amik
szlikségesek egy fajhoz tartozd torzsek és magasabb rendszertani csoportok egymastol vald
elkilonitéséhez. Leggyakrabban az ITS régiokat vagy a kis riboszomalis alegység 18S rDNS-
ének részleges vagy teljes szekvenciajat, vagy a nagy riboszomalis alegység kb. 600
nukleotidbol &ll6 D1/D2 régidjat hasznéljdk, az élesztégombak fajszintli azonositasaban
utobbinak van nagy szerepe (Lopandic et al. 2006; Deak 2008). Kurtzman és Robnett (1998)
gyakorlatilag az 6sszes ismert aszkomikota élesztégomba D1/D2 szekvencidjat meghatarozta,

Fell és munkatarsai (2000) pedig a bazidiomikdtak ugyanezen szekvenciait publikaltak.
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Az élesztégombak rendszerezése jelenleg jorészt az rDNS szekvencidk elemzésén
alapszik (Kurtzman és Robnett 1998; Fell et al. 2000; Kurtzman és Fell 2006). Az ITS régidt is
gyakran hasznaljak élesztégombak azonositisara, de a legtobb esetben a DI/D2 régio
alkalmasabbnak bizonyult erre a célra (Kurtzman and Fell 2006). Schoch és munkatarsai az ITS
régiot ajanlottdk univerzalis gomba ,vonalkod”’-ként (2012), kdzel rokon bazidiomikota
¢élesztégombak azonositasahoz. Scorzetti és munkatarsai mindkét emlitett rDNS régid egyttes
vizsgalatat ajanljak (2002). A Yarrowia csoport fajainak azonositdsdnak megbizhat6 eszkdze a
D1/D2 és ITS régiok analizise (Knutsen et al. 2007). A D1/D2 régiéban fajon belil altalaban 0-3
nukleotid-kilonbség fordul elé, 1%-nal nagyobb eltérés kiilonboz6 fajokra utal, ITS esetében
pedig altalaban 0-4 nukleotid-kuldénbség (0-1%) fordul el6 egy fajon beliil (Kurtzman és Robnett
1998; Daniel et al. 2009). Mivel az ITS szekvenciak gyorsabban valtoznak, mint a kédolé régiok
(Chen et al. 2000), jellemzd, hogy az ITS régiok szekvenciai kdzott nagyobb a kiilonbség, mint a
D1/D2 régidk szekvenciadi kozoétt, azonban talalhaté a szakirodalomban néhany ellenpélda is.
Fonseca és munkatarsai (2000) figyelték meg Cryptococcus fajok kdzott ezt a ritka jelenséget. A
Yarrowia csoporttal kapcsolatban hasonlé esetet dokumentéltak két C. alimentaria (CBS 10149
és CBS 10151) torzs kozott. D1/D2 régidik kozott 9 nukleotid kilénbséget talaltak, ITS
szekvencidjuk viszont csak egy nukleotidban kilénbdzott, de 100%-o0s DNS-DNS
reasszociaciojuk bebizonyitotta, hogy egy fajhoz tartoznak (Knutsen et al. 2007). Lachance és
munkatarsai (2003) aszkuszokat és aszkospoérakat figyeltek meg olyan parosodé Clavispora
lusitanieae torzsek kozott, melyek D1/D2 szekvenciai kozott 32 szubsztitucidt detektaltak.
Néhany kivételtdl eltekintve az élesztdgombak azonositasdhoz az esetek tllnyomo tébbsegében
(kiilonosen aszkomikotak esetében) elegend6 a D1/D2 szekvencia meghatarozasa (Kurtzman és

Robnett 1998; Fell et al. 2000).

2.5. A Yarrowia lipolytica szelektiv izolalasa

Kiilonbozd élesztogombak izolalasahoz hasznalnak specifikus, differencialo €s szelektiv
tapkozegeket, melyek gatld anyagokat, megkiilonbozteté festékeket vagy kivalasztott szén-
és/vagy nitrogénforrasokat tartalmaznak. Elelmiszer-eredeti élesztdgombak —Kimutatasara
alkalmas tapkozegek fejlesztésekor hasonlo elveket kdvetnek (Deak 1998).

A'Y. lipolytica kimutatasahoz harom kiilonb6z6 modszert talaltam a szakirodalomban.

Lin és Fung (1985) kisérleteik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Y. lipolytica
hatékonyan elkiilonithetd mas élesztégombaktol 0,1% kristalyibolyat vagy 0,004% Malachit z4ld

festéket tartalmazoé YM agaron, mivel ezeken jellegzetes, durvan gytirt telepeket képez. Carreira
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és Loureiro (1998) leirt egy a Y. lipolytica kimutatasara alkalmas differencialo taptalajt, ami az
emlitett faj azon egyedi tulajdonsagan alapult, hogy képes tirozinbdl barna pigmenteket képezni.
Ezeknek a modszereknek leirdsakor a Y. lipolytica volt a csoport egyetlen ismert tagja, €s
mint azota kiderlt, a fenotipusos tulajdonsdgokon alapulé azonositasa nem megbizhat6. A
csoport szamos tagja nem kiilonithetd el egymastol fenotipusos jellemzdik alapjan (koztiik a Y.
lipolytica sem), igy az emlitett mddszerek semmiképp sem alkalmazhaték a Y. lipolytica
elkiilonitésére, legfeljebb a csoport tagjainak tobbi élesztégombatol vald megkiilonboztetésére.
Raadasul gyakran az élesztégombak, koztiik a Yarrowia csoport tagjai a baktériumokhoz képest
olyan kis szamban fordulnak el az ¢lelmiszerekben, hogy izolalasuk elddusitas nélkiil sokszor
rendkivil nehézkes. Ezek miatt az emlitett modszerek hatékonysdga megkérddjelezhets. Még
nem ismert olyan modszer, mellyel hatékonyan, nagy szamban lehetne a Yarrowia csoport tagjait

izolalni.

2.6. A Yarrowia lipolytica fenotipusos elkiilonitési lehetéségei a Yarrowia csoport tobbi

tagjatol

Az aszkomikotak és bazidiomikotak megkllonboztetésének egyik eszkdze az ureaz-teszt,
ami bazidiomikdtak esetében pozitiv, aszkomikotak esetében a Taphrinomycotinakat leszéamitva
negativ. Korabban sokaig kivételnek tekintették a Y. lipolytica-t, mivel aszkomikota, de pozitiv
ureaz reakciot adott (Kurtzman 1998). Booth és Vishniac (1987) azonban negativ ureaz reakciot
tapasztalt a tipustorzs vizsgalatakor, amit Péter és Deak (1991) is megerésitettek €s szamos mas
Y. lipolytica térzsre is Kkiterjesztettek. Utobbi szerzék bebizonyitottak, hogy a Y. lipolytica éltal a
Christensen’s urea agaron tapasztalt szinvaltozas fals pozitiv eredmény, mivel az nem ureéz-
aktivitads miatt kovetkezik be, hanem az agar nem-specifikus ligosodas miatt urea hozzaadasa
nélkiil is elszinezddik és téves eredményt ad. Néha még napjainkban is tévesen, a csoport tébbi
tagjatol valo fenotipusos elkiilonitési lehetéségként emlitik a Y. lipolytica ureaz-aktivitasat
(Galan-Sanchez et al. 2014), ez azonban nem helytallo.

A C. galli leirdsaban (Péter et al. 2004) talalhaté informacié szerint vitaminmentes
taplevesben képes szaporodni, a legutdbbi monogréfiaban is ez az informécié szerepel
(Kurtzman et al. 2011), és azota is a csoport tobbi tagjatol valo elktlonitésere alkalmas
tulajdonsagként emlitik (Michely et al. 2013; Galan-Sanchez et al. 2014).

Michely és munkatarsai (2013) dsszehasonlitd élettani teszteket végeztek a Yarrowia
csoport tagjain. Tobbek kozott vizsgaltak 31 szénforrds asszimilacidjat (harmincat APl ID32 C

teszttel és a fruktozt mikrotiter lemezen). Kilenc faj tipustorzsét vizsgaltak es felhivtak ra a
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figyelmet, hogy a fajonként egyetlen torzs vizsgalataval a kapott eredményeik nem biztos, hogy
megfeleléen reprezentaljak a fajok asszimilacios képességeit. Bevezetésiikben azt irjak, hogy a
C. hispaniensis és C. oslonensis kepesek asszimilalni a galaktdzt és a szorbdzt, mig a csoport
tobbi tagja nem, vagy csak gyengén, és a C. hispaniensis koztik az egyetlen, mely képes a
trehal6z asszimilaciojara. Ezek az informaciok azonban nem egyeznek teljes mértékben a
monogréfidban taldlhatdé adatokkal. Emlitik a C. galli egyeduli vitaminmentes kézegben valo
szaporodoképességét. Eredményeik néhany esetben ellentmondanak a CBS adatbazishan és a
monografidban talalhatd informacioknak. Ezeket az ellentmondasos tulajdonsagokat mikrotiter
lemezen is tesztelték, az igy kapott eredmények megegyeztek az API teszttel kapott
eredményeikkel.

A fentiekb6l latszik, hogy a csoport tagjainak fiziologiai tulajdonsagairdl a
szakirodalomban talalhatd informéaciok esetenként ellentmondasosak, nem reprezentativak,
esetleg tévesek lehetnek, igy azok alapjan nem lehet a Y. lipolytica-t meghizhatdan elkiloniteni a

Yarrowia csoport tobbi tagjatol, és azok kozul néhanyat egymastdl sem.
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3. CELKITUZESEK

A Kutatas célja a Yarrowia csoport sokféleségének vizsgalata kiilonb6z6 élelmiszerekben,

a Yarrowia csoportba tartoz6 Yarrowia és Yarrowia-rokon torzsek nagyszamban valo

begylijtéséhez hatékony izolaldsra alkalmas modszer kidolgozasa, az izolalt tdrzsek

csoportositasa fenotipusos tulajdonsadgok alapjan, majd a Yarrowia komplexbe tartozo

izolatumok elkulonitése fizioldgiai tesztekkel és azok molekuldris modszerrel valo azonositasa,

taxondmiai besorolasuk elvégzése.

Célul tiztem ki, hogy

hatékony izolalasi modszert dolgozzak ki a potencialisan romlast okozd Yarrowia
csoportba tartozo élesztdgomba tdrzsek izolalasara kiillonbozo élelmiszerekbdl (nyers
huasbol, tejbol, tejtermékekbol);

az izolalt torzsek kozul kivalasszam a hexadekan asszimilaciojara képes torzseket;
majd ezek kozll fizioldgiai tesztek alkalmazésaval kilonitsem el a Yarrowia
csoportba tartozokat;

a Yarrowia csoportba tartozd fajokat DNS szekvencidjuk alapjan tipizaljam és
azonositsam;

megvizsgaljam a szekvencia 0sszehasonlitidssal azonositott élesztégomba fajok
fenotipusos elkiilonitési lehetdségeit.

Tovabbi célom volt a DNS szekvenalason alapulé6 modszerrel azonositott Yarrowia
komplex csoportba tartozo élesztdgomba torzsek fajspektruméanak és az izolalasi
forrasul szolgal6 élelmiszerek koérének 0Osszehasonlitasa és a termék-specifikus
eléfordulés vizsgalata,

a kisérletek soran felmeriild esetleges ujabb kérdések, problémak megoldasa.

A kisérletek soran felmerult tovabbi célok:

az ujonnan kidolgozott izolalasi madszer hatékonysaganak fokozasa;

a Yarrowia csoport tagjainak élelmiszerek romlasahoz potencialisan hozzajarulo
képességeinek tesztelése;

a Yarrowia csoportba tartozo, ismert teleomorf alakkal nem rendelkezé fajok
aszkosporulécidjanak tesztelése;

hexadekan pozitiv, de nem a Yarrowia csoportba tartozo ¢Elesztégombak
csoportositasa, fajszinti azonositasa.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Anyagok
4.1.1. A feldolgozott mintak

Az alabbi tablazatban foglaltam 6ssze, hogy milyen élelmiszermintat milyen szamban dolgoztam

fel, és azokbol mennyi élesztégombatorzset izolaltam és vizsgaltam (1. tablazat).

1. tdblazat. Felhasznalt ¢lelmiszermintak és a beldliik izolalt, vizsgalt élesztégombak szdma

Minta Mintaszam Izolatumok szama
Daralt sertéshus 32 162
Daralt marhahus 26 126
Daralt marha- és sertéshus keveréke 2 10
Pulyka huspép 1 7
Pulyka daralt hus 1 5
Pulyka mellfilé 1 -
Gyorsfagyasztott pulykahts 2 11
Oldalas 1 1
Nyers tej 40 218
Sajt 9 57
Taré 18 229
Osszesen 133 826

4.1.2. Referencia élesztégombatorzsek

A 2. tablazatban a Yarrowia csoportba tartozé vizsgalt referenciatdrzsek talalhatok.
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2. tablazat. A Yarrowia csoportba tartozé vizsgalt referenciatorzsek

Elesztégombafajok Torzsek
Candida alimentaria CBS101517
Candida galli NCAIM Y.00639

NCAIM Y.00654
NCAIM Y.014827
NCAIM Y.01483
NCAIM Y.01484
NCAIM Y.01486
NCAIM Y.01488
NCAIM Y.01489
A249/hex4

Candida hollandica CBS4855T

Candida hispaniensis NRRL4-5580"

Candida oslonensis CBS101467

Candida phangngensis CBS104077

Yarrowia deformans NCAIM Y.2005"
A248/hex4
A248/hex5
A248/hex6
A249/hex2
A249/hex3
A249/hex6
A249/hex7
A249/hex9
A249/hex10
A249/hex12
A251/hex2
A251/hex5

Yarrowia keelungensis CBS110627
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2. tablazat. A Yarrowia csoportba tartozé vizsgalt referenciatorzsek (folytatas)

Elesztégombafajok Torzsek

Yarrowia lipolytica NCAIM Y.00062
NCAIM Y.00063
NCAIM Y.00161
NCAIM Y.00284
NCAIM Y.00587
NCAIM Y.00588
NCAIM Y.00589
NCAIM Y.00590
NCAIM Y.005917
NCAIM Y.00592
NCAIM Y.00593
NCAIM Y.00594
NCAIM Y.00595
NCAIM Y.00596
NCAIM Y.00597
NCAIM Y.00759
NCAIM Y.00879
NCAIM Y.01087
NCAIM Y.01267

A248/hex3
A249/hex1
A249/hex11

Yarrowia yakushimensis JCM127827
NCAIM Y.02049
NCAIM Y.02050
NCAIM Y.02052

T: tipustorzs;

NCAIM: Mezdgazdasagi ¢és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyljteménye (National
Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms), Budapest;

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia;

NRRL: Culture Collection, National Center for Agricultural Utilization Research, Peoria, IL
USA,

JCM: Japan Collection of Microorganisms, Tsukuba, Japan
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A 2. tablazatban szerepld, Yarrowia csoportba tartozo térzseken kivil kontrolkeént hasznaltam
pigmenttermelés eés zsirbontas vizsgélatdhoz, valamint glikoz erjesztéseének teszteléséhez a
Saccharomyces cerevisiae NCAIM Y.00801" torzset, ferdeagaros nitrat teszthez pedig az
Ogataea histrianica ZIM 2463 torzset.

4.1.3. Felhasznélt tapkdzegek, oldatok

Az alabbiakban felsorolt tapkdzegek és oldatok dsszetétele az M1 mellékletben talalhato.

Az izolatumok fenntartasahoz hasznalt ferdeagar

2%-0s malatakivonat agar

Dusitashoz, izolalashoz felhasznélt tapkozegek

Glukoz-pepton-élesztokivonat agar (GPY)
Modositott Yarrowia dusito tapleves (pH=3,5)
Rose Bengal Chloramphenicol (RBC, MERCK, product no.: 1.00.467, pH=7,2)

Yarrowia dusito tapleves (pH=3,4-3,6)

Fizioldgiai tesztekhez hasznalt tapkozegek

Cikloheximid rezisztencia vizsgalatdhoz hasznalt tapleves

Custers-féle kalcium-karbonatos taptalaj (glik6zbol vald savképzés vizsgalatara)
Diazonium Blue B reagens

Ecetsavas (1%) taptalaj (ecetsavtiirés vizsgalatdhoz)

Nitrat agar (pH= 5,9-6)
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Gliikdz-pepton-¢lesztokivonat ferdeagar (GPY)

Keményité képzésének vizsgalatahoz hasznalt agar

Lugol-oldat (keményitéképzés vizsgalatahoz)

Urea Rapid Broth (urea hidrolizis vizsgalatahoz hasznalt tapleves, pH=6,9)

Vitaminmentes tapleves

,,Yeast Carbon Base” (nitrogénforras asszimilaciéhoz)

,,Yeast Nitrogen Base” (szénforrés asszimilaciéhoz)

A Yarrowia csoport tagjainak az élelmiszerek romlasdhoz potencialisan hozzajaruld

tulajdonsagainak teszteléséhez hasznalt tapkozegek

Fehérjebontas (zselatinfolydsitas) vizsgalatahoz hasznalt tdpkozeg
Olivaolajos agar (zsirbontés vizsgalatahoz) (Gorodkowa agar 5% olivaolajjal)

Yarrowia lipolytica differencialo taptalaj (pigment-termelés vizsgalatahoz, pH=7,2)

Sporaztatashoz hasznalt ferdeagarok

Acetat agar (Adam’s-féle élesztésporaztatashoz)
Burgonya-dextr6z agar (PDA)
Elesztékivonat-malatakivonat agar (Y M)
Elesztékivonat-szachar6z agar (YES)
Glukoz-pepton-élesztokivonat agar (GPY)

Maodositott glukoz-pepton-élesztokivonat agar (GPYA)
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Nitrat agar (pH= 5,9-6)

Kukoricaliszt agar (CM)

2% maléatakivonat agar (MEA)
»Restricted Growth” agar (RG)

V8 agar (pH=6,8)

““‘Spezieller Nahrstoffarmer Agar’” (SNA)

,» Yeast-Carbon Base” agar (YCB)

,,Yeast-Carbon Base” agar kiegészitve 0.01% ammonium-szulfattal (YCBAS)

4.1.4. Molekularis vizsgalatokhoz felhasznélt anyagok, oldatok, oligonukleotid primerek

Qiagen Plant mini kit: oszlopok és a kit részeként forgalmazott odatok, enzimek

Dream Taq polimeraz enzim (Thermo Scientific)

Puffer, polimeradz hasznalatdhoz (Thermo Scientific)

Dezoxiribonukleozid-trifoszfatok (Thermo Scientific): dNTP mix: egyenld aranyban
(10mM) tartalmazza a négy nukleotidot (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Primerek (Metabion)

3. tdbl&zat. PCR-hez hasznalt primerek

Primer Szekvencia Alkalmazas
(GAC)s 5’-GACGACGACGACGAC-¥ MP-PCR
(GTG)s 5’-GTG GTG GTG GTG GTG-3’ MP-PCR
NL1 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ | D1-D2-PCR
NL4 5’-CCGTCTTGAAACACGGACC-3 D1-D2-PCR
ITS1 5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ ITS-PCR
ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ ITS-PCR
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Agaroz (Sigma A9539)

1 X Tris-Borsav-EDTA (TBE) futtatd puffer
Etidium-bromid torzsoldat

DNS molekulaméret sztenderdek

Thermo Scientific Gene Ruler 100 bp SM0321 (fragmentméretek: 3000, 2000,
1500, 1200, 1000, 900,800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp)

Sigma-Aldrich Marker 2000 bp P9577 (fragmentméretek: 2000, 1500, 1000, 750,
500, 300, 150, 50 bp)

4.1.5. Eszkozok, miiszerek
Stomacher-készulék (KOPAKI)
Centrifuga (Hermle Z383K)
PCR keészulék (Bio-Rad C1000 Thermal Cycler)
Horizontalis elektroforézis készilék (SzBKI)
UV-transzilluminator készulék (Ultra-Lum)

Fényképezdgép (Nikon, Coolpix 995)

4.2. Mddszerek

4.2.1. Mintak beszerzése, feldolgozasa

Vizsgalataim soran kiilonbdz6 nyers husokat, (foként sertés- €s marhahust, kisebb
mennyiségben pulykahist) nyers tejet, lejart mindségmegbrzési idejii sajtokat és tarot
hasznaltam fel. A husmintdk tobbségét egy mindségellendrzd laboratoriumbdl szereztem be,
néhanyat (zletben véasaroltam. A nyers tejmintak allattartoktol vagy kereskedelembdl

szarmaztak, a sajtmintakat Gzletben vasaroltam. A turémintédk egy részét egy laboratoriumtol
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kaptam, ahol tarolasi kisérleteket végeztek veliik, lejart a mindség-megorzési idejiik, mas
résziket Uzletben vaséroltam. Utobbiakbol frissen is és a mindség-megbrzési id6 lejarta utan is
mintat vettem, hogy azokbol élesztégombakat izolaljak. A sajtok esetében Kkivartam a
fogyaszthatosagi i1d6 lejartat, mikozben hiitészekrényben taroltam Oket. A friss mintak

feldolgozasat lehetdség szerint azonnal, de legfeljebb 24 6ran belul elkezdtem.

4.2.2. Szelektiv mddszer keresése Yarrowia csoportba tartozo torzsek izolalasdhoz

4.2.2.1. Dusités

Az élesztdgombak sokszor a baktériumokhoz képest kisebb szamban taldlhatok meg az
élelmiszerekben. Annak érdekeben, hogy a baktériumok szaporodasat hattérbe szoritsuk, olyan
kortilményeket kell biztositani a dusitas soran, mely az élesztégombaknak, azon belil is a
Yarrowia csoport tagjainak kedvez. Ezért egy olyan Yarrowia dusitd taplevest készitettem,
melynek pH értéke 3,6 (ezzel a baktériumok tdbbségének szaporodasa gatolhatd), és olyan
specifikus szénforrast (hexadekant) tartalmaz, amit a Yarrowia csoport tagjain Kivul az ismert
¢lesztdgombafajoknak csak kis hanyada képes asszimildlni (igy a legtobb élesztégomba
szaporodasahoz hianyzik a szénforras), ezaltal el6segitve a Yarrowia csoportba tartozo torzsek

dominancidjat a dusito levesben, lehetdvé téve nagy szdmban torténd izolalasukat.

A dusitas els6 1épéseként 18 hdsminta esetében 10 grammot, a tejmintdk esetében
mintanként 10 ml-t inokuldltam 100 ml Yarrowia-dusitd taplevesbe 250 ml-es lombikba. 48
hisminta esetében mintanként 10 grammot 2 percig homogenizaltam 90 ml 0,1%-0s
peptonvizben Stomacher-késziilék segitségével (KOPAKI), majd a homogenizatumbol 1 ml-t
pipettdztam 5 ml Yarrowia-dusitd taplevesbe 16 mm atméréji kémcesovekbe. Turo- és sajtmintak
esetében mintanként 10 grammot 2 percig homogenizaltam 90 ml 0,1%-0s peptonvizben
Stomacher-késziilék segitségével (KOPAKI), majd a homogenizatumbol 10 ml-t pipettaztam 100
ml Yarrowia-dusité taplevesbe 250 ml-es lombikba. A lombikokat horizontalis razégépben (100
rpm), a kémcsoveket kémcesoforgatd késziléken (30 rpm) inkubaltam 25 °C-on hét napig.

A dusitas masodik Iépéseként het nap utan az els6 dusito folyadékbol 0,1 ml-t oltottam at azonos
Osszetételd tapleves 5 ml-ébe, 16 mm-es kémcsovekbe, amit kémcsoforgatd késziléken (30 rpm)
inkubaltam 25 °C-on. Ujabb hét nap elteltével egy harmadik, az elé6zével megegyezd dusitd

Iépest alkalmaztam.

38



DOI: 10.14267/phd.2015033

4.2.2.2. Szélesztés RBC agarra

A hérom-1épéses, harom hétig tartdo dusitast kovetéen peptonvizzel hattagn tizedeld
higitasi sort készitettem. 10, 10° és 10 higitasi tagokbdl 0,1 ml-t szélesztettem Rose Bengal

Chloramphenicol (RBC) taptalaj felszinére, majd egy hétig 25 “C-on inkubaltam sotétben.
4.2.2.3. 1zolalas

Az RBC lemezeken kindtt, minden egyes eltéré morfologiaju élesztégomba telepet
izolaltam. Ismételt glikdz-pepton-élesztokivonat (GPY) agar lemezekre torténé szélesztéssel, 25

°C-on 7 napig inkubdlva tiszta tenyészeteket allitottam eld.

4.2.3. A tenyészetek fenntartasa

A torzsek fenntartasa liofilezéssel és 2%-0s malata ferdeagaron tortént 4 °C-on. A 2%-0s

malata ferdeagaron fenntartott tenyészeteket évente atoltottam.

4.2 .4. Hexadekan-asszimilal6 torzsek kivalasztasa

A vizsgalatok eldtt egyediili szénforrasként hexadekéant tartalmazo taplevesbe vald
inokulalassal ellendriztem, hogy az izolalt torzsek valdban képesek-e a hexadeként asszimilalni.
A vizsgalathoz 48 oOras tenyészeteket hasznaltam. Steril desztillalt vizzel ,,2+”-es mikroba-
szuszpenziot! készitettem, melybdl 0,1 ml-t inokuldltam 5 ml, 0,5% hexadekant tartalmazo
,» Yeast-Nitrogene-Base” (YNB) taplevesbe, 16 mm-es kémcsébe, amit kémcsdforgato
késziiléken (30 rpm) inkubaltam harom hétig 25 °C-on. A szaporodast hetente értékeltem,

erdsségét a labjegyezetben! leirtaknak megfelelden hataroztam meg.

L A szuszpenzié téménységét vagy a szaporodas mértékét szemmel becsiiltem meg gy, hogy a
kémcsOkeverével homogénné tett mikrobaszuszpenziot tartalmazo kémcsoveket Wickerham-
kartya (fehér lap, melyen 0,75 mm vastagsagi, egymastol 5 mm tavolsagra elhelyezkedd
vizszintes fekete vonalak talalhatok) elé helyeztem. A szuszpenzi6 ,,1+” -es akkor, ha a vonalak
egymastol elkiilonithetok, de azok szélei elmosddottak; ,,2+”, ha elmosddott savokat latunk;
317, ha a vonalak egyaltalan nem lathatok (Kurtzman et al. 2011).
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4.2.5. A Yarrowia-dusité tapleves modositasa a nagyobb hatékonysag érdekében

Bar a kell6 szamu ¢€lesztégomba torzs begylijtéséhez és a kutatdsi munkatervben vallalt
célok eléréséhez megfeleld a fent emlitett dasitd tapleves, megprobaltam még hatékonyabba
tenni az izolaldsi modszert. A Yarrowia-dusitd tapleves moddositasanak célja az volt, hogy
fokozzam a hexadekén-pozitiv élesztégomba torzsek izolalasanak hatékonysagat, kikiiszobolve
az elsé dusito leves mikrobak altal szénforrasként felhasznalhaté citromsav-tartalma miatti
hexadekan-negativ térzsek izolalasat.

A modositott tapleves elkészitéséhez felhasznalt puffer oldat kalium-dihidrogén-foszfatot
és foszforsavat tartalmazott, igy a korabbival szemben (ami a mikrobédk &ltal felhasznalhato
szénforrasként citromsavat tartalmazott) a hexadekanon kivil nem tartalmazott méas szénforrast.
Emiatt feltételezheté volt, hogy a modositott Yarrowia-dusito tapleves hasznélataval nagyobb

aranyban lehet hexadekan-pozitiv torzseket izolalni, mint a korébbi Yarrowia-dusito levessel.

4.2.6. A Yarrowia csoportba tartozoé torzsek elkulonitése fiziologiai tesztekkel

A hexadekan-asszimilaciora képes torzsek kozil fizioldgiai tesztekkel kulonitettem el a
Yarrowia csoport tagjait. 48 oras tenyészetekkel dolgoztam. El8szor a nitratasszimilalo- €s
gliikozerjeszt-képességiiket vizsgaltam, el6bbit ferde nitrat agarra torténd leoltassal, utdbbihoz
pedig steril desztillalt vizzel készitett ,,2+” —es mikrobaszuszpenzidbdl 0,1 ml-t oltottam 2%
glikoztartalmu taplevesbe, Durham-csdvet tartalmazé 16 mm-es kémcsdvekbe. Pozitiv
kontrolként a S. cerevisiae tipustorzsét (NCAIM Y.008017) hasznaltam.

Mindkét teszthez 25 °C-on inkubaltam a kémcsoveket. El6bbit 48 Ora utan olvastam le, a nitrat
asszimilacidjat a zold szini agar kékiilése jelezte, utobbit 3 hétig rendszeresen leolvastam,
pozitiv eredményt a Durham-csében megjelend gaz jelzett.

Mivel a Yarrowia csoport ismert tagjai nem képesek sem a glikoz erjesztésére sem a
nitrat asszimilaciojara, csak azokndal a torzseknél vizsgaltam 30 szénforras asszimilacidjat API
ID 32C teszt segitségével, melyek mindkét emlitett tesztre negativ eredményt adtak. A teszt 30
szénforras (galaktdz, szachar0z, N-acetil-D-glik6zamin, DL-laktat, L-arabindz, cellobioz,
raffindz, maltoz, trehaloz, 2-keto-D-glukonat, metil-a-D-glikozid, D-mannit, lakt6z, myo-inozit,
D-szorbit, D-xiléz, D-rib6z, glicerin, L-ramnéz, palatindz, eritrit, melibiéz, glikuronat,
melezitdz, glukonat, levulinat, glikoz, L-szorbdz, glikézamin, eszkulin) asszimilaciéjanak, és

0,1% cikloheximid-tiiré képesség vizsgalatat teszi lehetové.
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A Yarrowia csoport tagjainak fent emlitett fizioldgiai tulajdonsagairél 6sszefoglald
tablazatot készitettem a fajleirdsokban, a CBS adatbazisban, legUjabb kiadasi monogréfidban
(Kurtzman et al. 2011) taldlhatd, valamint sajat adatok alapjan (4. tablazat). Hianyzé vagy
egymasnak ellentmondd adatok esetében az adott faj adott fiziologiai tulajdonsdgat magam
teszteltem a rendelkezésemre all6 6sszes, adott fajhoz tartozo torzson, beleértve a tipustorzset, a
legujabb monogréafidban (Kurtzman et al. 2011) leirtak szerint. Az altalam izolalt hexadekén-
asszimilald torzsekkel végzett tesztek eredményeit a tdblazat Osszegzd sordban taldlhatd

adatokkal dsszevetve kulonitettem el a Yarrowia csoport tagjait.

4. tdblazat. A Yarrowia csoport tagjainak nitrat asszimilacidjanak, gliikdz erjesztésének és API
ID32C teszttel vizsgalhato fiziologiai tulajdonsagainak 0sszefoglald tablazata (nem tartalmazza a

kutatas e szakaszaban még leiratlan fajokra vonatkoz6 adatokat)

« Szénforras-asszimilacio
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A ~§_\<_on=@“_¢:2:2Nm-—g._us—ENo‘—'—‘4—‘405—‘455—‘4
Fajok ESXS 85T LT T PE XTI =E592% 22T x3 335N
2000020 dJF2220 1101000000210 00200 da W
C.alimentaria - - + + - - - s - - - - - -V - - -+ + + + + - + - - + - -V o+
C. galli - -+ 4+ - - WS-V - - - -V - - VvE+ A+ A+ -+ - - -8 - -+
C.hispaniensis - - + + - - - - -+ - - - - W - - - -+ - +W- + - - - - - - - -
C.hollandica - - + + - - -ws - - - - - - + - - - -+ +WW- + + -+ - - - VW
C. oslonensis - -+ 4+ - - - - - - - - - -+ -V -V+HV+FESE -+ -+ - - -Vt
C.phangngensis - - + + - - - - - - - - - -+ - - - - 4+ + +W - + - - - - - - - -
Y. deformans - -+t 4+ - - - - - - - - -5 - - - -85S ++FW-WH+ -+ - - -V +
Y. keelungensis - - + + - - - W - - - - - - W - - -W+ + +WS- + + - + - - - - +
Y. lipolytica S T VA /i A R VA S I T
Y.yakushimensis - - + + - - - - - - - - - - - - - - - 4+ 4+ + + - + + - + - - - -+
Osszegzés - -+ + - - -V -V---VV-V-V+V+V-+V-VV--VYVY

W: gyenge szaporodas; s: lassu szaporodas; I: keésleltetett szaporodés; v: valtozo
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4.2.7. A Yarrowia csoportba tartozo torzsek csoportositasa MP-PCR maodszerrel

A fent emlitett modszer segitségével elkilonitett Yarrowia csoportba tartozé

élesztégombakat MP-PCR segitsegével kapott mintazatuk alapjan csoportokba soroltam.
4.2.7.1. DNS izolalas

A DNS izolélashoz 48 éras GPY ferdeagar tenyészeteket hasznaltam. A tenyészetekb6l
20-30 ug sejttomeget steril spatulaval PCR eppendorf csovekbe helyeztem, és a Qiagen Kit

segitségével izolaltam a DNS-t a gyarto utasitasait kovetve.
4.2.7.2. MP-PCR

A PCR reakciokat 22 pl reakciéelegyben hajtottam végre, amely 0,4 ul Dream tag DNS
polimerazt (Thermo Scientific; 2 U/ul), 2 pl dezoxinukleozid-trifoszfat (dNTP) elegyet
(nukleozidonként 2 mM torzsoldatbol), 2 pl (GAC)s primert (10 uM; Metabion), 2 pl tizszeres
koncentracidju reakcio puffert (Thermo Scientific) és 2 pul DNS izolatumot tartalmazott. A DNS
sokszorositasat Bio-Rad C1000™ Thermal Cycler tipusi PCR készilékkel végeztem a
kovetkezd paraméterekkel: 95 °“C-on 3 percig tartott a bevezetd denaturacid, amit 30-szor
ismételt 96 °C-on torténd, 30 masodpercig tartd denaturacid, 35 masodpercig tartd 59 “C-on
torténd primer kotddési és 72 °C-on torténd 55 masodpercig tartd lanchosszabbitasi szakaszbol
allo ciklus kovetett. A folyamatot egy 72 “C-on torténd 30 masodpercig tarté lanchosszabbitas,

majd 30 masodpercig tartd 12 “C-on torténd hiités zarta le.

4.2.7.3. Gélelektroforézis és a kapott mintazat értékelése

Az MP-PCR soran felszaporitott DNS-fragmentek gélelektroforézise etidium-bromidot
tartalmazd 1,2%-0s agardz gélben (Sigma) tortént, horizontélis futtatokadban (SzBKI), 1x-es
TBE pufferben, 8 vagy 14 Iépcsés DNS markerrel (Thermo Scientific Gene Ruler 100 bp
SMO0321 vagy Sigma-Aldrich Marker 2000 bp P9577), 5V/cm fesziltséggel. Futtatas utan a gélt
UV fénnyel megvilagitottam (Ultra-Lum transzilluminator), és a kapott mintazatokat
fényképezégéppel (Nikon) dokumentéltam. Az igy kapott mintazatok alapjan csoportositottam a

torzseket.
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4.2.8. A Yarrowia csoport tagjainak fajszintii azonositasa molekularis modszerrel

A torzsek fajszintli azonositasa c€ljabol csoportonként néhany térzsbol a kovetkezokben
részletezett modon felszaporitottam a riboszomalis RNS nagy alegységét kodold gén D1/D2
szakaszat, majd azok szekvenciajat meghataroztattam, és a kapott szekvencidkat a GenBank
adatbazisban talalhato referencia szekvencidkkal dsszehasonlitottam a BLAST 2.2.28 program
segitségével. Ha a vizsgalat nem adott egyértelmii valaszt, akkor elvégeztem az ITS régiok

szekvendalasat és analizisét is.

4.2.8.1. A 26S rRNS-t kodold gén D1/D2 régidjanak megsokszorozasdhoz hasznalt PCR

reakcié paraméterei

A PCR reakcidkat 22 ul reakciéelegyben hajtottam végre, amely 0,4 pl Dreamtag DNS
polimerazt (2 U/ul), 2 ul dezoxinukleozid-trifoszfat (ANTP) elegyet (2 mM nukleozidonként), 1-
1 pl-t a 10 pM-os NL1 és NL4 primerekbdl (Metabion), 2 pl tizszeres koncentracioju reakcio
puffert (Thermo Scientific) és 2 pl DNS izolatumot tartalmazott. A DNS felszaporitasat Bio-Rad
C1000™ Thermal Cycler tipusa PCR késziilékkel végeztem a kovetkezé paraméterekkel: 95 °C-
on 3 percig tartott a bevezetd denaturalds, amit 30-szor ismétlddé 95 °C-on torténd, 30
masodpercig tartdé denaturécid, 35 masodpercig tartd 57 °C-on toérténd primer kotédési és 72 °C-
on torténd 45 masodpercig tartd ldnchosszabbitasi szakaszbol 4ll6 ciklus kovetett. A folyamatot
egy 72 °C-on torténd 60 masodpercig tartd lanchosszabbitas, majd 30 masodpercig tartd 12 °C-

on torténo hités zarta le.

4.2.8.2. Az ITS régidinak megsokszorozdsdhoz hasznalt PCR reakcio paraméterei

A PCR reakciokat 22 pl reakciéelegyben hajtottam végre, amely 0,4 pl Dreamtag DNS
polimerazt (2 U/ul), 2 ul dezoxinukleozid-trifoszfat (ANTP) elegyet (2 mM nukleozidonként), 1-
1 pl-t a 10 pM-os ITS1 és ITS4 primerekbdl (Metabion), 2 ul tizszeres koncentracioju reakcid
puffert (Thermo Scientific) és 2 pl DNS izolatumot tartalmazott. A DNS felszaporitasat Bio-Rad
C1000™ Thermal Cycler tipust PCR késziilékkel végeztem a kdvetkezd paraméterekkel: 95 °C-
on 3 percig tartott a bevezetd denaturalds, amit 27-szer ismétlddé 95 °C-on torténd, 30
masodpercig tartdé denaturacid, 35 masodpercig tartd 59 “C-on torténd primer kotddési és 72 °C-
on torténd 55 masodpercig tartd lanchosszabbitasi szakaszbal allo ciklus kovetett. A folyamatot
egy 72 “C-on torténd 60 masodpercig tartd lanchosszabbitas, majd 30 mésodpercig tartd 12 °C-
on torténd hiités zarta le.
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4.2.9. A Yarrowia csoport fajainak egymastol vald elkilonitésének lehetdségei fiziologiai

tesztek alapjan

Ahhoz, hogy megvizsgaljam a Yarrowia csoport fajainak egymastol fiziologiai tesztekkel
vald elkiilonitésének lehetdségeit, elészor Ossze kellett gylijtenem az egyes fajok fiziologiai
tulajdonséagairél a rendelkezésre all6 adatokat. Ehhez felhaszndltam a CBS adatbazist
(http://www.cbs.knaw.nl/Collections/Biolomics.aspx?Table=CBS%?20strain%20database), a
jelenlegi legfrissebb monografiat (Kurtzman et al. 2011) és a fajleirasokat. Az igy 0sszegyijtott
adatokat Osszegeztem, ahol ellentmondas volt, vagy nem &llt rendelkezésre adat, azokat a
fizioldgiai teszteket magam is elvégeztem az emlitett monografiaban leirt moédon (Kurtzman et
al. 2011), majd tablazatot készitettem az eredményekrol (5. tablazat).

Ezeket az adatokat hasznaltam fel a hatarozokulcs elkészitéséhez.
A dolgozatban emlitett dsszes fiziologiai tesztet a monografidban (Kurtzman et al. 2011)
ismertetett mddon végeztem el.
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5. tablazat. A Yarrowia csoport fajainak fiziologiai tulajdonsagai

Fajok

Tesztek

Erjesztés

Szénforras-asszimilacio

D-Gliikéz
D-Galakt6z
Malt6z
Szachar6z
Trehaléz
Lakt6z
Raffindz

D-Gliik6z
D-Galaktoz
L-Szorb6z
D-Glikoézamin

N-Acetyl-D-Glikézamin

D-Rib6z
D-Xiloz
L-Arabinéz
D-Arabin6z
L-Ramno6z
Szachar6z
Maltoz

a, o -Trehaléz
Me-a-D- glikozid
Cellobioz
Szalicin
Arbutin
Melibioz
Laktoz
Raffindz
Melezitéz
Inulin
Keményitd
Glicerin
Eritrit

Ribit

Xilit
L-Arabinit
D-Szorbit
D-Mannit
Galacit
myo-Inosit
D-Gliikono-1,5-lakton
2-Keto-D-glukonat
D- Glukonét
D- Glukoronat

' |C. alimentaria

' C. galli

+/s

+/s/1
s/l/-
-+

' |IC. hispaniensis

' IC. hollandica

' |C. oslonensis

' C. phangngensis

+ -

" Y. bubula

s/ws/-
s/ws/-

+/s/ws

+/s

' Y. deformans

s/l
I/s

s/l
+

' Y. divulgata

slliv

+ +

s/ws/v
s/ws/v

+/s/l
+/s

' |Y. keelungensis

" |Y. lipolytica

< < +

' Y. porcina

s/ws/-

+ + <

' |Y. yakushimensis
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5. tablazat. A Yarrowia csoport fajainak fizioldgiai tulajdonsagai (folytatas)

2 K%)
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4.2.10. A Yarrowia csoport tagjainak az élelmiszerek romlasahoz potencialisan hozzajaruld

tulajdonsagainak tesztelése

A rendelkezésemre all6 6sszes Yarrowia csoportba tartozd torzs szakirodalom altal
emlitett romlast okozd Kképességével Osszefiiggd tulajdonsagait vizsgéltam, vagyis
pigmentképz6-, fehérjebonto- és zsirbontd-képességét. Az altalam izolalt torzseken kivil a 2.
tablazatban felsorolt referencia torzseket, koztik a tipustorzseket is, Gsszesen 273 torzset

vizsgaltam. A vizsgalatokhoz 48 6ras GPY ferdeagar tenyészeteket hasznaltam.

4.2.10.1. Pigmentképzeés tesztelése

A pigmenttermel3-képességet tirozintartalmu taptalajon vizsgaltam (Carreira és Loureiro
1998). A 48 oras tenyészetekb6l az agarlemez felszinére szélesztettem, amit 25 °“C-on
inkubaltam. Az értékelést 24 6ra mulva végeztem, a kinétt telep koriil megjelené vorosesbarna

elszinez6dés jelezte a torzs pigmentképz-képesseget.

4.2.10.2. Lipolitikus aktivitas tesztelése

A lipolitikus aktivitast 5% olivaolajjal kiegészitett Gorodkowa agarlemezre vald
szélesztéssel teszteltem. 25 °C-on torténd, 10 napos inkubaciot kovetden a lemezeket 1 percre
elarasztottam telitett réz-szulfat oldattal. A pozitiv eredményt a telepek kék elszinez6dése jelezte
(Marquina et al. 1992).

4.2.10.3. Proteolitikus aktivitas tesztelése

A torzsek fehérjebontd képességét zselatin-hidrolizis tesztelése altal mértem fel. A
zselatinttartalm( taptalajt tartalmaz6 kémcsoveket 0,1 ml ,,2+”-es mikroba-szuszpenziéval val6
beoltas utan 25 °C-on inkubaltam 3 hétig. A leolvasast hetente végeztem, leolvasas el6tt 1 orara
hiitészekrénybe helyeztem a kémcsoveket. A proteolitikus aktivitdst az elfolydsodott,

hiitészekrény homérsékletén is folyékony zselatin jelezte (Kurtzman et al. 2011).
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4.2.11. Sporaztatas

Az aszkospéraképzés teszteléséhez egy fajba tartozé torzsek 48 Orads tenyészeteit
oltékaccsal GPY lemezen alaposan 6sszekevertem (egyszerre legfeljebb 6t toérzset), majd a

keverékeket kiilonb6z6 ferdeagarokra oltottam. Az aldbbi ferdeagarokat hasznéltam:

- acetat agar,

- kukoricaliszt agar (CMA),

- Spezieller Néhrstoffarmer Agar” (SNA),

- burgonya-dextr6z agar (PDA),

- 2% maléata kivonat agar (MEA),

- glukoz-pepton-¢élesztokivonat agar (GPY),

- mddositott glikoz-pepton-élesztékivonat agar (GPYA),
- éleszt6kivonat-malatakivonat agar (YM),

- V8 agar,

- nitrat agar,

- yeast-carbon base (YCB) agar,

- yeast-carbon base agar 0,01% ammonium-szulfattal kiegészitve (YCBAS),
- restricted growth (RG) agar és

- élesztékivonat-szachardz (YES) agar.

Az emlitett taptalajok Kurtzman és munkatarsai (2011) leirasa alapjan készlltek, vagy
Osszetételik megtaladlhatdé az M1 mellékletben. A YES agart penészgombadk maéasodlagos
anyagcseretermékeinek vizsgalatdhoz hasznaljadk (Samson et al. 2004), sporulacios
vizsgalatokhoz azért hasznaltam, mert a MIMNG korabbi tapasztalatai alapjan lehet6vé teszi
Yarrowia (Candida) deformans torzsek keverekének aszkospora képzését.

A tenyészeteket 15 és 25 °C-on inkubaltam harom hétig, majd Kurtzman és munkatarsai (2011)
ajanlasdnak megfeleléen 7 és 21 nap utan preparatumokat készitettem és fénymikroszkdoppal
kerestem aszkuszokat es aszkosporakat. Abban az esetben, ha aszkosporakat talaltam, az adott

crcr

és paronkeént is teszteltem az 6sszes lehetséges kombinacidban.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Az izolalasi modszer hatékonysaga, az izolalt élesztégombatorzsek

Az Ujonnan kidolgozott kis pH-ju, szénforrasként hexadekant tartalmazé taplevesben torténd
dusitdsos moddszert hasznélva 6sszesen 826 ¢élesztégomba torzset izolaltam 133 kiilonb6zo

élelmiszermintabdl.

A 6. tablazatban foglaltam 0Ossze, hogy a kiilonb6zé ¢élelmiszermintakbol hany

¢lesztdgombatorzset izoldltam ezzel az 1j modszerrel, a két kiillonboz6 dusitd taplevessel.

6. tablazat. A felhasznélt élelmiszermintakbol az 0j izolalasi modszerrel izolalt élesztégombak

szama

Izolatumok forrasa Izolatumok szama

1. dusité taplevessel 2. dusito taplevessel

(118 élelmiszerminta) (15 élelmiszerminta)

Daralt sertéshus 151 11
Daralt marhahus 126 -
Daralt marha- és sertéshus kevereke 10 -
Pulyka haspép 7 -
Pulyka daralt hus 5 -
Pulyka mellfilé - -
Gyorsfagyasztott pulykahus 11 -
Oldalas 1 -
Nyers tej 218 -
Sajt 57 -
Turé 143 86
Osszesen 729 97

49



DOI: 10.14267/phd.2015033

Korabban nem allt rendelkezésre olyan izolalasi modszer, mellyel hatékonyan lehetne
Yarrowia csoportba tartoz6 élesztégomba torzseket izolalni.

A héaromlépéses dusitas hatékonynak bizonyult mindkét dusitd tapleves esetében. Az

inokulalt dusité folyadékban minden egyes duasitd Iépés utan egyre kisebb aranyban voltak jelen
baktériumok, a dusitdo folyamat végére a legtdbb esetben azok mar egyéltalan nem voltak
megtalalhatok a dusit6 levesben. A harmadik dusitd 1épés utdn a dusitott szuszpenzidbol készitett
hattagt higitasi sor utols6 harom tagjabdl tortént szélesztést kdvetden, a hét napos inkubaciods id6
leteltével az RBC lemezekrél az elvarasoknak megfeleléen csak igen kevés esetben néttek ki
baktérium- vagy penészgomba telepek, az izolalhatdé mikrobak tobbsége élesztégomba volt,
melyek jelents hanyadardl a késdbbiekben bebizonyosodott, hogy a Yarrowia csoport tagjai.
A dusitd taplevessel szemben alapvetd elvaras volt, hogy annak pH-ja a baktériumok
szaporodasanak visszaszoritasa érdekében azok szaporodasi optimumanal jéval alacsonyabb (de
a Yarrowia csoport tagjainak szaporodasat hatranyosan nem befolyasold), 3,4-3,6-0s értékii
legyen, ezért elkészitésehez pufferoldat alkalmazésara volt sziikség. A mddszer szelektivitasanak
elméleti alapja az alacsony pH érték mellett az volt, hogy specifikus szénforraskent hexadekant
tartalmaz, ami a nem Yarrowia csoportba tartozo élesztégombak zomének szaporodasat nem
teszi lehetdvé, mivel a csoport tagjain kiviil a legtobb élesztdgombafaj nem képes a hexadekan
asszimil&cidjara, vagy legalabbis nem ismert ez a képessége.

A dbsito tapleves elkészitéséhez el6szor citromsav és  dinatrium-hidrogén-foszfat
felhasznalasaval készitett Mcllvaine puffer oldatot hasznaltam. Mivel ebben a taplevesben annak
citromsavtartalma miatt szamos hexadekant nem asszimilalé torzs is elszaporodott, a modszer
hatékonysaganak novelése érdekében a Mcllvaine puffer helyett egy masik, foszfat (KH2PO4 -
foszforsav) puffer oldatot probaltam ki, amely k&lium-dihidrogén-foszfatot és foszforsavat
tartalmazott. Ez utdbbi dusitd leves igy a hexadekant egyedili szénforrasként tartalmazza.
Utdbbi tapleves teszteléséhez 4 darélt sertéshis- és 11 tar6 mintat hasznaltam fel, de ezek
feldolgozasahoz kuldn-kulon mindkét dusitd levest felhasznaltam, hogy azok hatékonysagat

6ssze tudjam hasonlitani.

5.1.1. A Mcllvaine puffer oldatot tartalmazo dusito tapleves felhasznalasaval izolalt torzsek

vizsgalata
5.1.1.1. Hexadekan-asszimilacio

Az ¢élesztogomba torzsek izolaldsa utdn, minden tovabbi vizsgalat el6tt sziikséges volt

ellendrizni, hogy azok valoban képesek-e asszimilalni a hexadekant.
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A Mcllvain puffer oldattal késziilt dusitd felhasznalasaval 620 ¢élesztégombat izolaltam,
kozullk 256 hexadekan-pozitiv (41%). Nyers htsbol izolalt 294 ¢élesztégomba torzs kozil 159
(54%), tejtermékekbdl izolalt 326 élesztdgomba torzs koziil 97 képes hasznositani a hexadekant
(30%). A kiilonboz6 tejtermékekbdl izolalt torzsek hexadekan-asszimilaciojat kilon-kilon
értekelve eltérés mutatkozik. Turdbodl izolalt 51 torzs koziil 19 (37%), tejbdl izolalt 218 torzs
kozul 43 (20%), sajthol izolalt 57 torzs kozil pedig 35 torzs hexadekan-pozitiv (61%).

Az aldbbi diagramokon (3-5. &bra) mutatom be, hogyan oszlanak meg az izolalt torzsek

hexadekan-asszimilald képesseguk alapjan az izolalasi forrasul szolgalo élelmiszerekben.

Ohexadekan-pozitiv

Bhexadekan-negativ

3. dbra. Mcllvaine puffert tartalmazé dusito taplevessel izolalt élesztdgomba torzsek megoszlasa

hexadekéan-asszimilald képességuk szerint (620 torzs)

Ohexadekan-pozitiv

Bhexadekan-negativ

4. dbra. Mcllvaine puffert tartalmazo dusito taplevessel nyers hasbol izolalt élesztégomba

torzsek megoszlasa hexadekan-asszimilalo képességuk szerint (294 torzs)
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Ohexadekan-pozitiv

Bhexadekin-negativ

5. abra. Mcllvaine puffert tartalmazo tartalmazo dasito taplevessel nyers tejbol és tejtermékekbol
izolalt dsszes élesztégomba torzs megoszlasa hexadekan-asszimilald képességik szerint (326
torzs)

Az emlitett dusito tapleves felhasznalasaval sajtbol és nyers husbdl lehetett leghatékonyabban

hexadekan-asszimilalo élesztégomba torzseket izolalni.

5.1.1.2. A Yarrowia csoportba tartozo torzsek elkulonitése fiziologiai tesztekkel

A fent emlitett 256 hexadekan-asszimilalo torzs kozil a glikoz erjesztés és nitrat teszt,
valamint APl ID 32 C tesztekkel vizsgalt tovabbi fiziologiai jellemzo6ik alapjan kerlltek
kivalasztasra a Yarrowia csoport tagjai. Szazhatvanharom toérzs bizonyult a Yarrowia csoport
tagjanak, gliikéz erjesztés, nitrat-asszimilacio- és a hexadekanon kivil tovabbi 30 szénforrés-
asszimilacids teszt alapjan, azokat a 4. tablazat adataival 6sszevetve. A Mcllvaine puffert
tartalmazd dusito tapleves felhasznalasaval izolalt hexadekan-asszimilald torzseknek nagyobb

hanyada (64%) a Yarrowia csoportba tartozik (6. abra).

Oa Yarrowia csoporttaga

Bnema Yarrowia csoporttagja

6. abra. Mcllvaine puffert tartalmazo dusité taplevessel izolalt 6sszes hexadekan-pozitiv

¢élesztégomba tOrzs megoszlasa aszerint, hogy a Yarrowia csoportba tartozik-e (256 torzs)
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A 7-8. abrakon bemutatott értékeket az egyes elelmiszerfajtakbdl izolalt hexadekan-asszimilalo

¢lesztdgomba torzseket figyelembe véve kaptam meg.

Oa Yarrowia csoporttaga

Bnema Yarrowia csoporttagja

7. abra. Nyers husbol Mcllvaine puffert tartalmazo tartalmazo dusito taplevessel izolalt
hexadekan-asszimilalé ¢lesztégomba torzsek megoszlasa aszerint, hogy a Yarrowia csoportba

tartoznak-e (159 t0rzs)

Oa Yarrowia csoporttagja

Bnema Yarrowia csoporttaga

8. abra. Nyers tejbdl és tejtermékekb6l Mcllvaine puffert tartalmazé disitd taplevessel izolalt
hexadekan- asszimilalo élesztégomba torzsek megoszlasa aszerint, hogy a Yarrowia csoportba

tartoznak-e (97 torzs)

Szazotvenkilenc nyers hashdl izolalt hexadeké&n-asszimilald élesztogomba torzs koziil
76% (121 tOrzs) a Yarrowia csoport tagja, nyers tejbol és tejtermékekbdl izolalt 97 hexadekan-
asszimilalo élesztbgomba torzs koziil pedig 43% (42 torzs). Nyers tejbdl izolalt 43 hexadekan-
asszimilald élesztégomba torzs kozil csak 13 tartozik a Yarrowia csoportba, lejart
fogyaszthatosagi idejli taré mintakbol izolalt 19 hexadekan-asszimilald élesztdgomba torzs koziil
18, sajt esetében 35 tdrzs kozul pedig 11 térzs a Yarrowia csoport tagja.

A fentiek alapjan a Mcllvaine puffert tartalmazd dusito taplevessel lejart fogyaszthatdsagi
idejii  turobol és nyers husbol lehetett leghatékonyabban Yarrowia csoportba tartozo
¢lesztogomba torzseket izolalni.

Szembetlind, hogy mig a nyers tejbdl izolalt hexadekan-asszimilalo élesztégomba torzsek 30%-a
tartozott a Yarrowia csoportba, addig ez az arany a lejart fogyaszthatosagi idejii taré mintakbol
1zolalt élesztdgomba torzsek esetén elérte a 95%-ot.
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5.1.2. A foszfat puffer oldatot tartalmazd dusitd tapleves felhasznalasaval izolalt térzsek

vizsgélata

5.1.2.1. Hexadekéan-asszimilaci6

A fosztfat puffer oldatot tartalmazé duasitdé leves felhaszalasaval 4 darélt
sertéshusmintabol izolalt 11 torzs kozil 8 bizonyult hexadekan-pozitivnak (73%), a tarébdl
izolalt 86 torzs kozil pedig 69 (80%).

5.1.2.2. A Yarrowia csoportba tartozé torzsek elkulonitése fiziologiai tesztekkel

A fosztfat puffer oldatot tartalmazé dusité tapleves felhaszalasaval izolalt 77 hexadekan-
asszimilald torzs kozul a glukdzerjesztés és nitrat teszt, valamint API ID 32 C tesztekkel vizsgalt
tovabbi fiziologiai jellemzOik alapjan keriiltek kivalasztasra a Yarrowia csoport tagjai.
Harmincnégy térzs bizonyult a Yarrowia csoport tagjanak, gliikéz erjesztés, nitrat-asszimilacio-
és a hexadekanon kivil tovabbi 30 szénforras-asszimilacios teszt alapjan, azokat a 4. tablazat
adataival 0sszevetve. A foszfat puffert tartalmaz6 dusitd felhasznalasaval izolalt hexadekan-

asszimilalo torzsek 44%-a tartozik a Yarrowia csoportba.

5.1.3. A dusit6 taplevesek hatékonysaganak dsszehasonlitasa

Ahhoz, hogy a két kilonbozé puffer oldattal készitett dusitd tépleves hatékonysagat
0sszehasonlitsam, csak azokbdl a mintdkbdl izolalt torzseket vettem figyelembe, amelyekhez
parhuzamosan mindkét dusitd taplevest felhasznaltam (4 hds- és 11 taréminta, utdbbiak kétszer
lettek feldolgozva, elészor frissen, masodszor pedig a mindség-megorzési id6 lejarta utan).

Az emlitett 15 mintabol 206 élesztégombatorzset izolaltam, koziilik 137 hexadekan-pozitiv
(67%), kozullk 56 térzs a csoport tagja (hexadekan-pozitivak 41%-a, 11 mintabdl izolalt dsszes
torzs 27%-a). Ezek megoszlasat a 9. abra mutatja.

Kétszazhat torzs kozul 109-et izolaltam a Mcllvaine puffert tartalmaz6 Yarrowia-dusito
taplevessel, kozullk 60 hexadekan-pozitiv (55%), ebbdl 23 a csoport tagja (38%). A modositott
(hexadekanon kivil mas szénforrast nem tartalmazo) Yarrowia-dusito tapleves felhasznalasaval
97 élesztégombatorzset izolaltam, ahogy mar emlitettem, kdzilik 77 volt kepes elszaporodni a
hexadekan-asszimilacio tesztelésére szolgald taplevesben (79%), ami egyedili szénforrasként

hexadekant tartalmazott, kozllik 34 torzs a csoport tagja (44%).
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Ohexadekan-pozitiv, a Yarrowia csoporttagja
Ohexadekan-pozitiv.nema Yarrowia csoporttagja

Bhexadekan-negativ

9. abra. A Yarrowia-dusité taplevesek 6sszehasonlitasahoz felhasznalt mintakbol izolalt 206

térzs megoszlasa

A négy husmintabol izolalt 28 torzs kozll 17-et az els6- (mikrobak altal szénforrasként
felhasznalhat6 citromsavat is tartalmazo), 11-et a modositott dasitoval izolaltam. El6bbiek koziil
13 torzs hexadekan-pozitiv (76%), ebbdl 8 torzs a csoport tagja (hexadekan-pozitivak 62%-a, a
négy hdsmintabol izolalt 0sszes torzs 47%-a); a madositott dusitdval izolltak kozul 8 torzs
hexadekan-pozitiv (73%), ebbdl 6 torzs a csoport tagja (hexadekan-pozitivak 75%-a, a negy

hasmintabol izolalt 6sszes torzs 55%-a) (7. tblazat).

7. tablazat. A Yarrowia-dusité taplevesek ésszehasonlitasahoz felhasznalt nyers husmintakbdl
Mcllvaine puffert (1. dusito) és foszfat puffert (2. dusitd) tartalmazo tapleves felhasznalasaval

izolalt térzsek megoszlasa

1. dusitd 2. dusito
Nyers husbdl izolalt térzsek 17 torzs 11 torzs
Nyers husbol izolalt hexadekan-pozitiv
} 13 torzs (76%) 8 torzs (73%)
torzsek
Nyers husbol izolalt hexadekan-pozitiv
) ) 8 torzs (62%) 6 torzs (75%)
torzsek kozil a Yarrowia csoport tagja
Nyers husbol izolalt térzsek kozul a
8 torzs (47%) 6 torzs (55%)

Yarrowia csoport tagja
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A 10. és 11. abran mutatom be, hogyan oszlanak meg a Yarrowia-disité taplevesek
6sszehasonlitdsdhoz felhasznalt nyers husmintakbol az els6 és a modositott dusitd levessel izolalt

torzsek.

Dhexadekan-pozitiv, a Yarrowia csoporttagja

Bhexadekan-pozitiv,nema Yarrowia csoport tagja

Bhexadekan-negativ

10. dbra. A Yarrowia-dusito taplevesek dsszehasonlitdsahoz felhasznalt nyers husmintakbdl

Mcllvaine puffert tartalmazé dusitd taplevessel izolalt 17 torzs megoszlasa

Ohexadekan-pozitiv. a Yarrowia csoporttaga

Bhexadekan-pozitiv.nema Yarrowia csoporttagja

Bhexadekan-negativ

11. &bra. A Yarrowia-dusité taplevesek dsszehasonlitasahoz felhasznalt nyers hismintakbol
foszfat puffert tartalmazé disitd taplevessel izolalt 11 térzs megoszlasa

Bar a varttal ellentétben a foszfat puffert tartalmazo dusité téplevessel kissé kevesebb
hexadekan-pozitiv torzset lehetett izolalni a vizsgalt 4 nyers hasmintabol, aranyait tekintve
hatékonyabb volt ez a mddszer a Yarrowia csoport tagjainak izolalasa szempontjabdl, akar a
hexadekan-pozitiv torzsekhez, akér az adott dusitdval izolalt 6sszes torzshdz viszonyitjuk

aranyukat.
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A 11 taromintabdl izolalt 178 torzs kozil 92-t a Mcllvaine puffert, 86-ot a foszfat puffert
tartalmaz6 dusitoval izolaltam. Eldbbiek koziil 47 torzs hexadekan pozitiv (51%), ebbdl 15 torzs
a csoport tagja (hexadekan-pozitivak 32%-a, 0sszes 16%-a); utdbbiak kozil 69 toérzs hexadekan-
pozitiv (80%), ebbdl 28 torzs a csoport tagja (a hexadekan-pozitiv torzsek 41%-a, az 6sszes torzs
33%-a) (8. tablazat).

8. tablazat. A Yarrowia-dusité taplevesek 6sszehasonlitasahoz felhasznalt taromintakbol
Mcllvaine puffert (1. dusito) és foszfat puffert (2. dusitd) tartalmazo tapleves felhasznalasaval

izolalt torzsek megoszlasa

1. dusitd 2. dusito
Turébol izolalt térzsek 92 torzs 86 torzs
Tardébdl izolalt hexadekan-pozitiv térzsek 47 torzs (51%) 69 torzs (80%)
Turobol_ izolalt hexad_ekan-pozmv torzsek kozul a 15 torzs (32%) 28 torzs (41%)
Yarrowia csoport tagja
Tarébal izolalt torzsek kozul a Yarrowia csoport 15 torzs (16%) 28 torzs (33%)

tagja

A 12. és 13. dbrdkon mutatom be, hogyan oszlanak meg a taromintakbdl izolalt térzsek.

Ohexadekan-pozitiv.a Yarrowia csoporttagja

Bhexadekan-pozitiv.nema Yarrowia csoporttaga

Bhexadekan-negativ

12. abra. A Yarrowia-dusité taplevesek 6sszehasonlitasahoz felhasznalt tarémintakbol Mcllvaine

puffert tartalmazo6 dusit6 taplevessel izolalt 92 élesztégomba torzs megoszlasa
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Ohexadekan-pozitiv, a Yarrowia csoporttagja

Bhexadekan-pozitiv,nema Yarrowia csoporttaga

Bhexadekan-negativ

13. dbra. A Yarrowia-dusito taplevesek dsszehasonlitdsdhoz felhasznalt tromintadkbdl foszfat

puffert tartalmazo dusitd taplevessel izolalt 86 €lesztdgomba torzs megoszlasa

A kapott eredmények alapjan a taromintakbol izolalt térzsek esetében mar nem csak a Yarrowia
csoport tagjainak ardnya nagyobb a modositott dusitoval, hanem az eredeti célnak megfelelen a
hexadekan-pozitiv térzsek szama is joval nagyobb.

A kétfajta dusitdsos mddszerrel 6sszesen 219 Yarrowia csoportba tartozé torzset
izolaltam.

Mivel mindkét izolalasi modszerrel a Yarrowia csoport tagjain kivil mas torzsek is
izolalasra kerlltek, nem allithatd, hogy barmelyik mddszer teljes mértékben szelektiv, de
mindkettd hatékonyan alkalmazhaté a Yarrowia csoport tagjainak nagy szamban torténd

izolalasahoz.

5.2. A Yarrowia csoportba tartozo torzsek megoszlasa

A Kkét dusito tapleves 6sszehasonlithatosaga érdekében eddig kuldn részleteztem azoknak
a torzseknek a megoszlasat, melyeket azokbdl a mintakbol izolaltam, amiknél csak az elsé
dusitot hasznaltam fel, és azokat, melyeknél mindkét dusitot kiprobaltam. Az alabbi tablazatban
(9. tablazat) az egyes ¢lelmiszerekbdl izolalt Osszes torzs (els6 ¢€s modositott dusitd
felhasznalasaval izolalt torzsek is szerepelnek) szamat tiintettem fel, a 14.-19. abrakon pedig az
egyes ¢lelmiszertipusokbol izolalt dsszes €lesztdgomba térzs megoszlasat mutatom be, tekintet

nélkiil arra, hogy melyik dusito tapleves felhasznéalasaval izolaltam Oket.
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9. tablazat. Egyes élelmiszercsoportokbdl izolalt térzsek szama

HUS TEJTERMEKEK
TURO TEJ SAJT Bsszesen
1. dusito 311 (66 minta) 143 (18 minta) 218 (40 minta) 57 (9 minta) 729
2. dusito 11 (4 minta) 86 (11 minta) - - 97
Osszesen 322 (66 minta) 229 (18 minta) 218 (40 minta) 57 (9 minta) 826

DOhexadekan-pozitiv, a Yarrowia csoporttaga

Bhexadekan-negativ

Ohexadekan-pozitiv.nema Farrowia csoporttagja

14. &bra. Az Gsszes izolalt élesztégomba térzs megoszlasa

DOhexadekan-pozitiv. a Yarrowia csoporttaga

Ohexadekan-pozitiv.nema Yarrowia csoporttaga

@hexadekan-negativ

15. dbra. Nyers htsbol izolalt 6sszes élesztégomba torzs megoszlasa
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Ohexadekan-pozitiv, a Yarrowia csoporttagja

Bhexadekan-pozitiv,nema Yarrowia csoporttagja

Ohexadekan-negativ

16. abra. Tejtermékbdl izolalt 6sszes élesztégomba torzs megoszlasa

DOhexadekan-pozitiv, a Yarrowia csoporttaga

Ohexadekan-pozitiv.nema Yarrowia csoporttaga

Bhexadekan-negativ

17. dbra. Nyers tejbol izolalt dsszes élesztdgomba térzs megoszlasa

Ohexadekan-pozitiv, a Yarrowia csoporttaga

Bhexadekan-pozitiv.nema Yarrowia csoporttagja

Bhexadekan-negativ

18. dbra. Tarobal izolalt 6sszes élesztégomba torzs megoszlasa
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Ohexadekan-pozitiv,a Yarrowia csoporttaga

Bhexadekan-pozitiv,nema Yarrowia csoporttagja

Bhexadekan-negativ

19. abra. Sajtbol izolalt dsszes élesztégomba térzs megoszlasa

5.3. A Yarrowia csoportba tartoz6 térzsek csoportositdsa MP-PCR mddszerrel

A fiziologiai jellemzo6ik alapjan a Yarrowia csoportba sorolt 219 élesztégomba torzset 7
csoportba lehetett sorolni (GAC)s mikroszatellit primer és a 4.2.7.2. pontban ismertetett PCR
paraméterek alkalmazasaval elvégzett mikroszatellit-PCR segitségével valo felszaporitasa utan, a
megsokszorozott fragmentek agardz gélelektroforézissel kapott mintazata alapjan. A 10. tablazat
mutatja, hogy héany torzs tartozott az egyes csoportokba.

10. tablazat. Az egyes csoportokba sorolt torzsek szdma

Csoportok sorszama 1.

\V2 ‘ V. ‘ V1. ‘ VII.

Térzsek szama ‘ 111 ‘ 43 ‘ 15 ‘ 20 ‘ 6 ‘ 16 ‘ 8

Ugyanezzel a mddszerrel a Yarrowia csoport tipustorzseinek vizsgalatat is elvégeztem, a
kapott mintazatokat Osszehasonlitottam az A&ltalam izolalt Yarrowia csoportba tartozd
élesztégomba torzsek mintazataival.

A 20. abran lathatdk a Yarrowia csoport tipustdrzseinek MP-PCR termékeinek agar6z-
gélelektroforézissel kapott mintazatai, melyek alapjan egyértelmiien el lehet kiiloniteni
egymastol a Yarrowia csoportba tartozo fajokat.

A 21. abran lathaté mind a hét mikroszatellit csoportbol 2-2 t6rzs és a Yarrowia csoport
tipustdrzseinek mintazatai. Bizonyos izolatumok esetében valdsziniisiteni lehetett, hogy mely
fajokhoz tartoznak, mig voltak olyan torzsek, melyek az akkor ismert fajoktdl eltéré mintazatot

mutattak.
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20. abra. A Yarrowia csoportba tartozo fajok tipustorzseibdl (GAC)s primer felhasznalasaval

felszaporitott DNS fragmentumok gélelektroforézissel nyert mintazata.

M: méretsztenderd, 1. Y. lipolytica NCAIM Y.005917, 2. Y. deformans NCAIM Y.020057, 3. C. galli NCAIM
Y.014827, 4. C. alimentaria JCM 101517, 5. C. hispaniensis NRRL4-5580T, 6. C. hollandica CBS4855T, 7. C.
oslonensis CBS10146 T, 8. C. phangngensis CBS10407 T, 9. Y. yakushimensis JCM12782T, 10. Y. keelungensis

CBS110627.

M 1. 2. 3. 4. 5§ 6. 7. 8 9. 10. 11. 12. 13. 14.15. 16. 17. 18. 19. 20.21. 22. 23. 24. 25. 26.27.M

|. csoport Il. csoport lll. csoport IV.csoport V.csoport VI.csoport VIl csoport

21. dbra. A hét mikroszatellit csoportba tartozo torzsek és a Yarrowia csoport tipustorzseibol
(GAC)s primer felhasznalasaval felszaporitott DNS fragmentumok gélelektroforézissel nyert

mintazatai
M: méretsztenderd, 1. Y. lipolytica NCAIM Y.005917, 2. I. csoport 148/4, 3. I. csoport 854/4, 4. Y. deformans
NCAIM Y.02005T, 5. 1. csoport 440/2, 6. 1. csoport 435/1, 7. C. alimentaria JCM 101517, 8. I11. csoport 440/1, 9.
I11. csoport 450/5, 10. C. galli NCAIM Y.01482 T, 11. IV. csoport 437/3, 12. IV. csoport 435/4, 13. V. csoport F6-17
T, 14. V. csoport 864/2, 15. V. csoport 862/1, 16. VI. csoport 859/5, 17. VI. csoport 855/1, 18. VI. csoport 863/1,
19. VII. csoport NCAIM Y.01998, 20. VII. csoport 855/3, 21. VII. csoport 863/1, 22. C. hispaniensis NRRL4-5580
T, 23. C. hollandica CBS4855T, 24. C. oslonensis CBS10146 T, 25. C. phangngensis CBS10407 7, 26. Y.
yakushimensis JCM12782T, 27. Y. keelungensis CBS11062 . T: tipustorzs.
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5.4. Az MP-PCR-rel csoportositott torzsek fajszintii azonositasa

A fajszintii azonositashoz és igy az egyes fajok ardnyanak meghatarozasahoz mind a hét
csoport néhany kivalasztott tagjabol felszaporitottam és szekvenaltattam a riboszomalis RNS
nagy alegységét kodold gén D1/D2 régidjat.

Az izolélt Yarrowia csoportba tartoz6 élesztégomba torzsek génszekvenciait a GenBank
adatbazisban talalhatd szekvenciakkal dsszehasonlitva az emlitett hét csoportnak megfeleléen
Osszesen 7 fajba lehetett sorolni. Koéziluk csak négy (Y. lipolytica [I. csoport], Y. deformans [II.
csoport], C. galli [I1. csoport] és C. alimentaria [V. csoport]) volt akkor ismert faj, harom 0j fajt
ezt kovetden irtunk le Yarrowia divulgata [VI1I. csoport] (Nagy et al. 2013), Yarrowia porcina
[VI. csoport] és Yarrowia bubula [IV. csoport] néven (Nagy et al. 2014). Korédbban, a
hagyomanyos, fenotipusos tulajdonsagokon alapulé azonositasi mddszerekkel ezeknek a
torzseknek a tobbsege Y. lipolytica-ként lett volna azonositva, pedig val6jiban csak 51%-uk (111
torzs a 219-bdl) tartozik ebbe a fajba. Az e vizsgalat soran izolalt és Yarrowia csoportba sorolt
¢lesztdgombatorzsek 26%-a (Y. deformans, Yarrowia divulgata és Yarrowia porcina)
valoszintileg tévesen Y. lipolytica-ként lett volna azonositva, mivel attdl a sztenderd fenotipusos

tesztek alapjan nem kiilonithetdk el.

A tejbdl és tejtermékekbdl izolalt, fiziologiai tulajdonsagaik alapjan Yarrowia csoportba
sorolt torzsek egy kivétellel (a Yarrowia csoport tébbi tagjatdl hagyomanyos mddszerekkel is
elkiilonithet6 C. alimentaria) mind a Y. lipolytica fajhoz tartoztak.

A husbol izolalt torzsek nagyobb valtozatossagot mutattak. A nyers hasbdl izolalt torzsek
kozott a hét csoportnak megfeleléen mind a hét fent emlitett faj képviseltette magat. A Yarrowia
csoportba sorolt torzsek tobbsége Y. deformans és csak 21%-uk Y. lipolytica (28 torzs a 135-bdl).
Kisebb szamban volt koztik C. galli, C. alimentaria és harom Uj faj tagjai (a pontos aranyokat az
5.6. fejezetben ismertetem). A hasbdl izolalt, Yarrowia csoportba sorolt torzsek 42%-a (Y.
deformans, Y. divulgata és Y. porcina) hagyomanyos modszereket alkalmazva valdsziniileg
hibésan lett volna azonositva.

A Yarrowia csoport tagjainak azonositidsa soran azt tapasztaltam, hogy a kivalasztott
torzsek szekvencidinak GenBank adatbazisban talalhatd szekvenciakkal vald Gsszehasonlitasa
alapjan tortént azonositds eredménye minden esetben megegyezett a tdrzsek MP-PCR
segitségével kapott mintazata alapjan tortént elGzetes azonositassal. Az egy fajhoz tartozd
torzsek MP-PCR mintazatai k6zott csak minimalis mértékii eltérések fordultak el és csak ritkan.

A kiilonb6z6 fajokhoz tartozo torzsek mintazatai minden esetben kiilonboztek egymastol.
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5.5. Négy uj faj kimutatasa

Az MP-PCR-rel kapott mintazatokat vizsgalva 31 torzs négy olyan mintazatot mutatott,

ami eltért a Yarrowia csoportba tartozé akkor ismert fajok tipustorzseinek mintazatatol. A
fajszintli azonositas soran ezekrdl bebizonyosodott, hogy négy 0j fajt képviselnek. A munkdm
sorén izolalt négy uj faj kozil harom (Y. divulgata, Y. porcina és Y. bubula) kerilt leirsra, a
negyedik egyelére nem, mivel csak egy torzset sikertiilt izolalnom beldle.
Az () fajok leirasahoz felhasznalt torzsek és a Yarrowia csoport akkor ismert fajainak
tipustdrzsei kozti kiilonbséget azok rRNS nagy alegységét kddold gén D1/D2 régidinak és ITS
régidinak szekvenciainak Osszehasonlitasaval erésitettik meg. Fenotipusos tulajdonsagaik
hasonlosaga ellenére D1/D2 és ITS szekvenciaik alapjan harom, a leirt fajoktol és egymastdl jol
elkolonalt csoportot alkottak a Yarrowia csoporton beldil.

Az els6 csoportba az altalam izolalt torzsek kozil 6 torzs tarozik, melyek ITS és D1/D2
szekvencidja megegyezett néhany GenBank-ban talalhatd szekvenciaval. Ezek kozll harom a
MIMNG birtokaban 1év0, csirkemdjbdl és csirkemellbdl korabban izolalt torzs szekvenciaja volt,
egy pedig egy dan szalonna-feldolgozé iizembdl izolalt torzsé, 6t pedig tengeri lel6helybdl
szarmazo torzseké volt, utdbbiak sajnos nem voltak elérhet6k, igy nem lehetett bevonni ket a
vizsgélatba. A rendelkezésre allo, fajleirdshoz felhasznlt torzsek ITS és D1/D2 szekvencidja
teljes mértékben megegyezett, jelezve, hogy azonos fajhoz tartoznak. Szekvencidikhoz az ismert
fajok kozil a Yarrowia (Candida) deformans szekvenciai voltak a leghasonlobbak. A
tipustorzsek szekvencidit dsszehasonlitva, az rRNS nagy alegysegét kodold génjeik D1/D2
régidik kozti hasonlosag 97,0%, ITS régidik szekvencidi kozti hasonldsag 93,7%, ezek alapjan
egyértelmiien megallapithato, hogy az emlitett torzsek egy jol elkiilonithetd, korabban ismeretlen
faj tagjai. Ezeket a torzseket Yarrowia divulgata (Nagy et al. 2013) néven irtuk le.

A masodik csoportba 16 torzs tarozik. A fajleiras idején kozilik még csak négy altalam
izolalt torzs allt rendelkezésuinkre, ezek ITS és D1/D2 szekvenciai teljes mértékben megegyeztek
egymassal és egy a MIMNG még leiratlan toérzsének szekvenciaival, jelezve, hogy egy faj tagjai.
Akar D1/D2, akér ITS szekvenciaikat a Yarrowia csoport akkor ismert fajainak szekvenciaival
0sszehasonlitva minden esetben legalabb 9% kiilénbség tapasztalhatd, ami alatamasztja, hogy
egy Uj fajt képviselnek. Ezt a fajt az emlitett 6t torzs alapjan Yarrowia bubula néven irtuk le
(Nagy et al. 2014).

A harmadik csoportba tartoz6 nyolc torzs kozil a fajleirashoz sziikséges vizsgalatok
idején hat torzs volt a birtokunkban, amelyek szekvencidi egy brazil folyo iiledékébdl izolalt

torzs szekvencidival mutattak nagy hasonldsagot. Kismértékii eltérés volt az egyes torzsek
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szekvenciai kozott, tobbséguk 0-3 szubsztituciét mutatott, akar a D1/D2, akar az ITS régiét
vizsgaltuk. Egy torzs szekvenciaja mutatott nagyobb eltérést a D1/D2 régioban, ami alapjan egy
fajhoz vald tartozasuk Kurtzman and Robnett (1998) meghatarozésa szerint valdsziniitlen, de
Osszeillesztett ITS és D1/D2 szekvencidik parsimony network analizisével megéallapithatd, hogy
még igy is egy fajhoz tartozonak tekinthetok ezek a torzsek. A legkodzelebbi rokon fajok (C.
galli, C. oslonensis és Y. keelungensis) D1/D2 és ITS szekvencidihoz hasonlitva a tipustérzskeént
Kivalasztott torzs szekvenciait, 4,2-6,9% kilonbség tapasztalhatd, ami alatdmasztja, hogy a
vizsgalt torzsek egy harmadik Uj fajt képviselnek, amit Yarrowia porcina néven irtunk le (Nagy
et al. 2014). igy az ismert és leirt Yarrowia csoportba tartozo fajok szama tizrél tizenharomra
nott.

A harom leirt Uj fajt az alabbiakban mutatom be részletesebben.

5.5.1. Yarrowia divulgata f.a.

A fajleirashoz hasznalt 6t torzs allati eredetii, vagy allatokkal 6sszefliggésbe hozhat6. A
tipustorzset (F6-17 7) Daniaban izolaltak egy szalonna feldolgozd tizemben (Nielsen et al. 2008).
Az NCAIM Y.01485 és NCAIM Y.01487 torzseket egy korabbi vizsgalat soran izolaltak az
Egyesiilt Allamokban, a Georgia allambeli Griffinben (Ismail et al. 2000). Az NCAIM Y.02062
torzs csirkemellbdl és az NCAIM Y.02063 daralt marhahusbol lett izolalva Magyarorszagon (11.
tablazat).

11. tabldzat. A Yarrowia divulgata f.a. leirasdhoz figyelembe vett torzsek. Szaggatott vonallal
jeldltem az altalam izol&lt torzset. Forras: Nagy et al. 2013.

A torzsek gylijtemény szama Izolalas forrésa és éve

F6-17T (=CBS 11013" = CCUG 56725")  szalonna feldolgoz6 iizem, Dénia, 2006

NCAIM Y.01485 csirkemaj, USA, Griffin, 1999

NCAIM Y.01487 csirkemdj, USA,Griffin, 1999

NCAIM Y.02062 csirkemell, Magyarorszag, Budapest, 2007
NCAIM Y.02063 daralt marhahus, Magyarorszag, Budapest, 2011
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A fajleirashoz felhasznalt 6t térzs D1/D2 szekvenciai teljes mértékben megegyeznek,
jelezve, hogy egy faj tagjai. A GenBank adatbazisban kivitelezett BLAST keresés soran talaltunk
néhany D1/D2 szekvenciat, (EU596435, EU583484, EU560880, EU360775, EU285507 és
EU294124), melyek megegyeznek a vizsgalt 6t torzsével, ezért nagy valdszintiséggel ugyanezen
fajhoz tartoznak. Sajnos ezek a tengeri kornyezetbdl szarmazo torzsek nem voltak elérhetdk,
nem tudtuk bevonni ket a vizsgalatainkba. A GenBank adatbazis alapjan szekvencidikhoz az
ismert fajok kozil a Yarrowia (Candida) deformans szekvenciai voltak a leghasonldbbak, akar
D1/D2, akar ITS szekvenciaikat hasonlitottuk 6ssze. A Y. deformans tipustérzsének (CBS 20717)
szekvencidit az Ot torzs szekvenciaival 6sszehasonlitva, az rRNS nagy alegységét kddold génjeik
D1/D2 régioik koztott 3% kilonbség van (501 nukleotid hosszUsagu fragmentben 13
szubsztitucid és két inszerci6 talalhatd), ITS régidik szekvenciai kozti kiilonbség tébb mint 6%
(304 nukleotid hosszusagu fragmentben 11 szubsztitucio és hét inszercid talalhatd). Kurtzman és
Robnett (1998) és Daniel és munkatarsai (2009) Utmutatésa szerint ilyen mértéki eltérés alapjan
egyértelmiien megallapithato, hogy az emlitett térzsek egy jol elkiilonithetd, korabban ismeretlen
faj tagjai. Az Uj faj statisztikailag jol alatdmasztva (97% bootstrap) a Yarrowia csoportban, a Y.
deformans mellett helyezkedik el az 6sszeillesztett ITS és D1/D2 szekvenciainak maximum-

parsimony analizise alapjan szerkesztett fan (22. abra).

Yarrowia deformans CBS 20717

Yarrowia divulgata F6-17T

Yarrowia lipolvtica CBS 61247

Yarrowia vakushimensis CBS 102547

Candida oslonensis CBS 101467

Candida galli CBS 9722T

Candida hollandica CBS 4855T

Candida phangngensis CBS 10407T

Candida alimentaria CBS 10151T

Candida hispaniensis CBS 99967

Candida bentonensis CBS 9994T

Candida blankii CBS 1898T

™ Starmerella bombicola CBS 6009T
—97{— Wickerhciniella domercgiae CBS 435T

Candide incommumis CBS 5604T

4

3

97

22. &bra. A Yarrowia divulgata f.a. és néhany rokon faj elhelyezkedését bemutato, azok ITS és
az LSU rRNS gén D1/D2 régioinak dsszeillesztett szekvenciain alapulé maximum-parsimony

torzsfa. Lépték: 20 nukleotid szubsztitlcid. Forras: Nagy et al. 2013.
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Korabban a Candida bentonensis-t is a Yarrowia csoport tagjanak tekintették (Kurtzman
2005; Kurtzman et al. 2011), bar fizioldgiai tulajdonsagai jelentdsen kiilonboznek a csoport tobbi
tagjéétol. A'Y. lipolytica és rokon fajok ITS és D1/D2 szekvencidinak filogenetikai analizise nem
tdmasztja ala a C. bentonensis Yarrowia csoportba vald tartozasat (21. abra), nincs szoros
rokonsagi kapcsolatban a vizsgalatba bevont Yarrowia nemzetséggel és a Yarrowia csoportba
tartozé Candida fajokkal. A C. bentonensis és Candida incommunis Kivételével a Yarrowia
csoporton kivdli referencia torzsek Kurtzman és Robnett (2013) multigén szekvencia analizise
alapjan lettek kivalasztva.

Az 0j faj négy torzse (és a késobb izolalt, ugyanezen fajhoz tartozo torzsek is) melegvérii
allatokbol késziilt termékekbdl lett izolalva, csirkemdjbol, csirkemellbdl és daralt marhahtsbol,
kiilonb6z6 foldrajzi helyeken. A fajleirashoz vizsgalt 6todik torzs pedig szalonnat (szintén
melegvérii allatbol szdrmazd termék) feldolgozo ilizembdl. Ezt figyelembe véve megjegyzendd,
hogy a torzsek nem képesek 35 °C-on vagy annal magasabb homérsékleten szaporodni. Ez azt
sugallja, hogy ezek a térzsek masodlagos szennyez6dés soran keriiltek a termékekre. Mivel a
mintdk nem kozvetleniil a huasfeldolgozd iizembdl szarmaztak, hanem {izletekbdl vagy
mindségellendrzd laboratoriumbdl, az ilizemek feldolgozd vonalait nem vizsgaltuk. Ezzel
szemben a fent emlitett, az altalunk vizsgalt torzsek D1/D2 szekvenciaival megegyezo
szekvenciaju, minden valésziniiség szerint konspecifikus torzsek tengeri élohelyrdl szarmaznak,
mélytengeri vizbdl €s oceani halakbol. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a faj vildgszerte
elterjedt és kiilonbozd éldhelyeken eléfordul. A faj eléfordulasarol a jelenleg rendelkezésre
allonal tobb adatra lenne sziikség ahhoz, hogy a melegvérii allatokbol késziilt termékekben talalt
torzsek eredetére fény derljon.

Az 5 vizsgalt torzs kozil négy makro- és mikromorfoldgidja megkozelitéleg azonos, az
6todik enyhén eltéré morfologiat mutat. Az NCAIM Y.01487 torzs gytirt, enyhén kiemelkedd
telepeket képez 5%-0s malatakivonat agaron (5% malatakivonat, 2% agar), mig a tobbi torzs,
koztilk a tipustorzs (F6-177), majdnem teljesen sima, lapos telepeket képez ugyanezen agar
felszinén. Csak néhany kiilonbség mutatkozik a térzsek vizsgalt fiziologiai jellemz6i kozott, és
ezek a kiilonbségek néhany szénforrason (szalicin, arbutin, L-szorbdz, ribit, D-glucit, D-mannit,
propan 1,2 diol, butan 2,3 diol) val6 szaporoddképesség sebességére és a szaporodas
intenzitasara korlatozodtak. Az Uj faj nem rendelkezik olyan fenotipusos tulajdonsaggal, mellyel
egyértelmiien meg lehetne kiilonboztetni a Y. lipolytica-tol vagy a Y. deformans-tol, igy
fenotipuson alapul6é azonositasa nem megbizhat6. A rendelkezésre all6 adatok alapjan ez a faj

csak az ITS és sejtmagi LSU rRNS gén D1/D2 régidja szekvenciai alapjan ismerhetd fel.
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Probalkozéasaink ellenére aszkospdraképzést nem tudtunk megfigyelni sem az egyes
torzsekben, sem azok kevert tenyészeteiben. Ennek ellenére a ndvények és gombak
nevezéktananak nemzetkdzi konszenzuson alapulé szabalykdnyve, az Algdk, Gombak és
Novények Nevezéktananak Nemzetk6zi Kdodja (McNeill et al. 2012) alapjan az Gj faj a Yarrowia
nemzetségbe sorolandd, de Lachance (2012) ajanlasa alapjan nevét a forma asexualis (f.a.)

megjeldléssel is kiegészitettlk.

A Yarrowia divulgata Nagy, Niss, Dlauchy, Arneborg, Nielsen & Péter f.a., sp. nov.
fajleirasa

MycoBank no.: MB 805642

A faj neve, Yarrowia divulgata (a latin ,,divulgatus” melléknév jelentése elterjedt), széleskori
foldrajzi eléfordulasra utal.

Harom napon at 25 °C-on inkubalt 5%-0s malatakivonat taplevesben komplett vagy inkomplett
felkaszo hartyat és iiledéket képez. A sejtek alakja gombolyl, gombdlyded vagy ellipszoid.
GOombolyl vagy gombolyded alak esetén 2,5-6 um atmérdjliek, az ellipszoid sejtek 2,5-6,5 X 3,5-
10 um méretliek. A sejtek egyesével, parokban, rovid lancokban vagy kis csoportokat alkotva
fordulnak el6 (23. abra). A harom napos 25 °C-on inkubalt 5%-0s malatakivonat agarra
szélesztett tenyészet allaga vajszerii, felszine a majdnem simatél a gytrtig valtozhat, lapos vagy
enyhén kiemelkedd, krémszinti, matt. A telep szegélye finoman lebenyezett, esetleg fonalas. Hét
napon at inkubalva 25 °C-on targylemeztenyészetben kukoricaliszt agaron valddi- és alhifat is
képez (24. abra). Aszkosporat nem képez.

Erjesztésre nem képes. Az asszimilalt szénforrasok a kovetkezok: D-glikdz, szalicin (lassu vagy
gyenge és lassu és valtozd), arbutin (lassu vagy gyenge és lassu és valtozd), L-szorbdz (lassu
vagy latens és valtozd), D-ribdz, etanol, glicerin, eritrit, ribit (lassi vagy gyenge és lassu és
valtoz6), D-szorbit (pozitiv vagy lasst vagy latens), D-mannit (pozitiv vagy lassu), DL-laktat,
szukcinat, citrat, D-gliikonat, gliikkono-3-lakton, N-acetil-D-glikézamin, propan 1,2 diol (pozitiv
vagy lassu vagy gyenge és lassu), butan 2,3 diol (lasst vagy gyenge és lassu és valtozd) és
hexadekan.

Nem képes asszimilalni a kovetkezoket: inulin, szachardz, raffindz, melibidz, D-galaktdz, laktdz,
a,o-trehaldz, maltdz, melezitdz, metil-o-D-gliikozid, keményitd, cellobidz, L-ramnoz, D-xildz,
L-arabindz, D-arabindz, metanol, xilit, galacit, myo-inosit, L-arabinit, 2-keto-D-glikonat, D-
glukuronat, D-galakturonat, szacharat és D-glik6zamin.

Nitrogénforrasként asszimildlja a kovetkezdket: etilamin hidroklorid, L-lizin és kadaverin
dihidroklorid; nem asszimilalja a kovetkezOket: kalium-nitrat, natrium-nitrit, kreatin, kreatinin,

68



DOI: 10.14267/phd.2015033

glikézamin és imidazol. Keményitészerii anyagokat nem képez. Nem szaporodik vitaminmentes
tapkozegben. Képes 30 °C-on szaporodni, de 35 °C-on nem. Képes 0,1% cikloheximid vagy
10% NacCl jelenlétében szaporodni. 50% wi/w gliikoz-élesztékivonat agaron, 16% NaCl vagy 1%
ecetsav jelenlétében nem szaporodik. Urea hidrolizis és Diazonium Blue B szinreakcid negativ.
Kalcium-karbonat tartalm( agaron nem mutathaté ki savképzés. A tipustorzs F6-177 (=CBS
11013™=CCUG 56725") Daniaban egy szalonna feldolgoz6 izemben izolaltak és metabolikusan

inaktiv &llapotban van tartdsitva.

23. dbra. Yarrowia divulgata f.a. F6-177 sarjadzé sejtjei 5%-0s malatakivonat agaron szaporitva

7 napig, 25 °C-on, lépték 10 um. Faziskontraszt mikroszkdpos felvétel. Forras: Nagy et al. 2013.

24. dbra. Yarrowia divulgata f.a. F6-177 valodi- és alhifai kukoricaliszt agar targylemez-
tenyészetben 7 nap 25 °C-on t6érténd inkubacio utan, 1épték 10 um. Faziskontraszt mikroszkopos
felvétel. Forrés: Nagy et al. 2013.
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5.5.2. Yarrowia porcina

A faj leirasa hét torzs alapjan tortént (NCAIM Y.02073, NCAIM Y.021007, NCAIM
Y.02101, NCAIM Y.02102, NCAIM Y.02103, NCAIM Y.02104, UFMG-RD131%). DNS
szekvenciaik kozott kismértéki eltérés volt. A torzsek tobbsége akar a D1/D2, akar az ITS régiot
vizsgalva 0-3 szubsztitlciot mutatott. Az NCAIM Y.02104 térzs D1/D2 régioja ennél valamivel
nagyobb (5-7 nukleotid) szubsztitdciot mutatott. Az NCAIM Y.02104 t6rzs ITS fragmentje csak
tekinthetd Kurtzman és Robnett (1998), valamint Daniel et al. (2009) szerint D1/D2
szekvencidik alapjan egy fajhoz tartozonak vagy legalabb testvérfajoknak, mig a hét térzs ITS
szekvenciai kozti killénbség nem nagyobb a fajon bellli altalanos értéknél (Daniel et al. 2009).
Az rRNS géneket elvalaszto ITS regiok (ITS 1 és ITS 2) altalaban gyorsabban valtoznak, mint a
kodold régidk (Chen et al. 2000), ezért szokatlan, hogy kisebb a kildnbség az ITS régio
szekvenciai kozott, mint a D1/D2 régio szekvencidi kdzott. Beszamoltak azonban néhany ennek
ellentmond6 esetrdl élesztégombak esetében, melyeket az irodalmi attekintésben ismertettem.
Ezek alapjan elképzelhet6 volt, hogy a hetedik torzs is ugyanehhez a fajhoz tartozik, de ennek

bizonyitasahoz tovabbi megerdsitd vizsgalatokra volt sziikség.

A torzsek (NCAIM Y.02073, NCAIM Y.021007, NCAIM Y.02101, NCAIM Y.02102,
NCAIM Y.02103, NCAIM Y.02104 és UFMG-RD131%) egy fajhoz valé tartozasat bizonyitja
oOsszeillesztett ITS és D1/D2 szekvenciainak parsimony network analizise (25. abra). 95%-0s
kapcsolddéasi hatarerték mellett mind a hét torzs része a haldzatnak nem gy, mint a legkdzelebbi
fajok (C. galli, C oslonensis and Y. keelungensis) tipustorzsei. A maodszert szamos
¢lesztégombafaj, példaul a Candida apicola, Candida azyma, Candida parazyma (Lachance et
al. 2010) és a Metschnikowia agaves és Starmerella bombicola (Lachance et al. 2011) rokonsagi
fokénak vizsgalatahoz hasznaltak, mely eredményeként azt a kovetkeztetést vonték le, hogy az
Osszeillesztett ITS és D1/D2 szekvencidk parsimony network analizise élesztégomba fajok

filogenetikai meghatarozasanak elméleti alapokon nyugvo statisztikai megkdzelitését biztositja.
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C. oslonensis CBS 101467 C. qalli CBS 97227 Y. keelungensis CBS 110627

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

Y. porcina NCAIM Y.02101

Y. porcina NCAIM Y.021007
Y. porcina NCAIM Y.02103, UFMG-RD131~

Y. porcina NCAIM Y.02104

25. &bra. Yarrowia porcina és néhany kozeli rokon faj (ITS) és az LSU rRNS gén D1/D2

régioinak osszeillesztett szekvenciain alapul6 parsimony network analizisének eredménye.
Minden 6sszekotd vonal egy szubsztituciot jeldl, a kis korok pedig egy-egy hianyzé kozbiilso
szekvenciat. A téglalap az analizis altal 6siként azonositott szekvenciakat jeloli. Forrds: Nagy et
al. 2014.

Az Yarrowia porcina osszeillesztett ITS és D1/D2 szekvenciainak maximum-parsimony

analizise alapjan a Yarrowia csoportban helyezkedik el (26. abra).
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b1

Yarrowia porcina NCAIM Y.02073

A Yarrowia porcina NCAIM Y.02100T
Yarrowia porcina NCAIM Y.02102
Yarrowia porcina NCAIM Y.02101

10| | Yarrowia porcina NCAIM Y.02103
Yarrowia porcina UFMG-RD131*
Yarrowia porcina NCAIM Y.02104
Yarrowia keelungensis CBS 110627
Candida galli CBS 97227
Candida oslonensis CBS 101467
Yarrowia lipolytica CBS 61247
Yarrowia yakushimensis CBS 102547
Yarrowia deformans CBS 20717
Yarrowia divilgata CBS 110137
Candida alimentaria CBS 101517

Candida hollandica CBS 48557
L Yarrowia bubula NCAIM Y.01998T
Candida phangngensis CBS 104077
Candida hispaniensis CBS 99967

Candida blankii CBS

—
2

Candida incommunis CBS 56047

18987

26. dbra. A Yarrowia porcina és Yarrowia bubula, f.a. és rokon fajok elhelyezkedését bemutatd,

azok (ITS) ésaz LSU rRNS gén D1/D2 régidinak Osszeillesztett szekvenciain alapuld

maximum-parsimony torzsfa. Lépték: 20 bazis szubsztitlcio. Forras: Nagy et al. 2014.

A Y.021007 torzs és a legkozelebbi ismert fajok (C. galli, C. oslonensis and Y. keelungensis)

tipustorzseinek D1/D2 és ITS szekvenciai kozti kilonbség a szekvencidkat paronként

Osszehasonlitva 4,2 és 6,9% kozott valtozik, ami alatamasztja, hogy a fent emlitett hét torzs egy

genetikailag elkilonalt fajt alkot.

A fent emlitett hét torzs egy fajhoz tartozésanak tovabbi megerdsitéseként szolgalnak

(GTG)s primerrel vald sokszorositassal nyert nagyon hasonld genetikai ujjlenyomatok, melyek

jelent6ésen kiilonboztek a C. galli és C. oslonensis tipustorzsekétol (27. abra).
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27. abra. (GTG)s primerrel valo sokszorositassal kapott fragmentek gélelektroforézisével
eldallitott PCR ujjlenyomatok. 1. és 11. molekula méret sztenderd (Sigma P-9577), 2. Candida
oslonensis CBS 101467, 3. C. galli CBS 97227, 4.-10. Yarrowia porcina; 4. NCAIM Y.02100",
5. UFMG-RD1314, 6. NCAIM Y.02073, 7. NCAIM Y.02101, 8. NCAIM Y.02102, 9. NCAIM

Y.02103, 10. NCAIM Y.02104. Forras: Nagy et al. 2014.

A fajleirdshoz hasznalt torzsek hasonlé makro- és mikromorfoldgidval, fizioldgiai
jellemzokkel rendelkeznek. Fenotipusos tulajdonsagai alapjan a Y. porcina nem kiilonithetd el
egyértelmiien a Y. deformans-tdl, Y. divulgata-tol, Y. keelungensis-t61 és a Y. lipolytica-tol, igy a
fenotipusos tulajdonsagokon alapuld azonositds nem megbizhatdé. D1/D2 és ITS szekvenciai

alapjan ismerhet6 fel.

Yarrowia porcina Nagy, Dlauchy, Medeiros, Péter, & Rosa, sp. nov. fajleirasa

MycoBank no.: MB 807595

A faj neve, Yarrowia porcina (a latin ,,porcinus” melléknév sertéshusbdl szdrmazoét jelent) a
torzsek tobbségének, koztlik a tipustdrzsnek az izolalasi forrasara (sertéshus) utal.

5%-0s malatakivonat taplevesben 3 nap 25 °C-on torténé inkubaciot kovetden Uledéket és
komplett vagy inkomplett felkiszd hartyat vagy gytriit és nehany szigetet képez. Aszexualis
szaporodasa multilateralis sarjadzassal megy vegbe. A sejtek ellipszoidok, méretik 1,0-5,0 x 2,5-
14,0 um, egyesével, parokban, rovid lancokban vagy kis csoportokat alkotva fordulnak eld.
Rovid alhifat és valddi hifat képez (28. abra). A harom napos 25 °C-on inkubéalt 5%-0s
malatakivonat agarra szélesztett tenyészet allaga vajszerid, krémszinii, felszine a simatol vagy
enyhén érdestdl a gytrtig és fonalasig valtozhat, lapos vagy enyhén kiemelkedd, matt vagy

enyhén fényld. A telep szegelye ép vagy fonalas, esetleg enyhén lebenyes.
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28. abra. A Yarrowia porcina NCAIM Y.02100" sarjadzd sejtjei, 5% malata kivonat agaron, 3
nap, 25 *C-on tortént inkubacio utan, 1épték 10 um. Faziskontraszt mikroszkdpos felvétel.

Forras: Nagy et al. 2014.

Hét napon at 25 °C-on inkubalva targylemeztenyészetben kukoricaliszt agaron valddi- és alhifat
is képez.

A D-glikoz erjesztésére nem képes. Asszimilalt szénforrasok a kovetkezék: D-gliikoz, D-
galaktdz (lassu vagy gyenge és lassu és valtozo), L-szorbdz (valtozd), D-glikozamin, (valtozo),
N-acetil-D-glikdzamin, D-rib6z, cellobidz, szalicin (valtozo), arbutin (valtozo), glicerin, eritrit,
ribit (lassu vagy latens és valtozo), xilit (lassu vagy gyenge és lassu és valtozo), D-glucit
(valtozd), D-mannit, glikono-8-lakton (pozitiv vagy lassu), D-gliikonat (lassu vagy latens és
valtoz6), DL-laktat, szukcinat, citrat, etanol, propan 1,2 diol (valtozd), hexadekan.

Nem képes asszimilalni a kovetkezéket: D-xiloz, L-arabindz, D-arabin0z, L-ramndz, szacharoz,
maltéz, trehaldéz, metil-a-D-glikozid, melibioz, laktéz, raffindz, melezitdéz, inulin, o,o-
keményit6, L-arabinit, galacit, myo-inosit, 2-keto-D-gliikonat, D-gliikuronat, D-galakturonat,
szaccharat, metanol és butan 2,3 diol.

Nitrogénforrasként asszimilalja a kovetkezoket: etilamin hidroklorid, L-lizin és kadaverin
dihidroklorid; nem asszimilélja a kovetkezoket: kalium-nitrat, natrium-nitrit, kreatin, kreatinin,
glikdzamin és imidazol. Keményitdszerii anyagokat nem képez. Mind a hét Y. porcina torzs
képes 30 °C-on szaporodni, de 35 °C-on csak a Braziliaban izolalt térzs (UFMG-RD131%)
szaporodik. Képes 0,1% cikloheximid vagy 10% NaCl-ot és 5% glikdzt tartalmaz6 yeast
nitrogen base tapkdzegben szaporodni. Nem szaporodik vitaminmentes vagy 50% w/w glikéz-
¢élesztOkivonat agaron, 16% NaCl-ot vagy 1% ecetsavat tartalmazé tapkdzegben.

Urea hidrolizis és Diazonium Blue B szinreakcid negativ. Kalcium-karbonat tartalmi agaron

nem mutathato ki savképzés.
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A faj heterotallikus, aszkosporak a kompatibilis parosodasi tipusok 6sszekeverése utan
képzddnek. Az egyes torzsek nem képeznek aszkosporakat. Az aszkuszok hifan képzddnek,
alakjuk gdmbdlyded, ellipszoid, korte vagy buzogany alaku, faluk feloldodik. Méretiik 3,5-6,0 x
9,5-17,0 um. Egy-négy ellipszoid, allantoid (gorbult, kolbasz alakd) vagy kalap alaku,

tokanyagba agyazott aszkospdra taldlhatd benniik. A kovetkezd parok 0Osszekeverése utan
tapasztalhatd aszkosporaképzés: UFMG-RD131” és NCAIM Y.021007; UFMG-RD131* és
NCAIM Y.02103; UFMG-RD131* és NCAIM Y.02104. YES agaron 25 °C-on hét nap

inkubacié utan kell6 szamu aszkospora figyelheté meg (29. abra).

% ﬂ\ DI, R
29. dbra. Az NCAIM Y.02100" és UFMG-RD131” Yarrowia porcina torzsek aszkosporulacioja,
YES agaron, 25 °C-on, 7 nap utan. Lépték 10 pm. A kép kdzépso részén és jobb szélén szerepld
nyilak a tokanyagba agyazott, kiszabadult aszkospdrakat mutatjak. Faziskontraszt mikroszkopos

felvétel. Forrés: Nagy et al. 2014.

A tipustorzs NCAIM Y.021007 (=CBS 12935'= NRRL Y-63669") daralt sertéshisbol lett
izolalva Magyarorszagon, és metabolikusan inaktiv allapotban van tartdsitva. Az allotipus torzs
UFMG-RD131* (=CBS 12932") egy tropusi édesvizii folyo iiledékébdl szarmazik, Minas
Gerais-bol, Braziliabol.
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5.5.3. Yarrowia bubula f.a.

A faj leirdsahoz felhasznalt négy térzs (NCAIM Y.02105, NCAIM Y.02106, NCAIM Y.02107,
NCAIM Y.02110) ITS és D1/D2 szekvenciai teljes mértékben megegyeztek egymassal és egy a
MIMNG meg leiratlan torzsének szekvencidival (NCAIM Y.01998), jelezve, hogy egy faj tagjai.
Akér D1/D2, akar ITS szekvencidikat a Yarrowia csoport ismert fajainak szekvenciaival
0sszehasonlitva minden esetben legalabb 9% kiilénbség tapasztalhatd, ami alatamasztja, hogy
egy uj fajt képviselnek.

A torzsek hasonlé makro- és mikromorfoldgiaval, fizioldgiai jellemzékkel rendelkeznek. Nem
képesek 30 °C-on szaporodni. A Yarrowia csoport tagjai kdzil még két faj nem képes ezen a
hémérsékleten szaporodni (Y. yakushimensis és C. alimentaria). A Y. bubula D-ribdz és N-acetil-
D-gliikozamin asszimilald képessége alapjan kiilonitheté el a Y. yakushimensis-t6l, a C.
alimentaria-tdl pedig D-mannit asszimilalo- és 10%-o0s NaCl-ot tartalmazé tapkozegben valo
szaporoddképessége alapjan. Tekintettel arra, hogy lehetnek még eddig nem észlelt fajon belili
valtozatok és le nem irt rokon fajok, a Y. bubula megbizhaté azonositdsdhoz a D1/D2 és ITS
szekvencidk vizsgalata ajanlott.

Aszkosporulécidt nem figyeltiink meg a Y. bubula torzsek kevert tenyészetében a sporaztatashoz
hasznélt fentebb felsorolt tapkdzegeken 15 °C vagy 25 °C-on 3 héten &t tartd inkubacio soran.
Annak ellenére, hogy ivaros szaporodids nem volt megfigyelheté, az Algdk, Gombak és
Novények Nevezéktananak Nemzetk6zi Kddja (McNeill et al. 2012) alapjan az Gj faj a Yarrowia
nemzetségbe soroland6, de Lachance (2012) ajanlasa alapjan nevét a forma asexualis (f.a.)
megjeldléssel is kiegészitettiik. D1/D2 és ITS szekvenciai alapjan megbizhatdan felismerhetd.

A Yarrowia bubula Nagy, Dlauchy, Péter f.a., sp. nov. fajleirasa

MycoBank no.: MB 807596

A faj neve, Yarrowia bubula (a latin ,bubulus” melléknévbol ered, aminek jelentése
marhahUsbol szarmazd) a torzsek tobbségének, koztik a tipustorzs izolalasi forrasara (marhahus)
utal.

5%-0s malatakivonat taplevesben 3 nap 25 °C-on tOrténé inkubaciot kovetden Uledéket es
komplett vagy inkomplett felk(szé hartyat vagy gytiriit és néhany szigetet képez.

Aszexudlis szaporodasa multilateralis sarjadzassal megy végbe. A sejtek ellipszoidok, méretiik
2,0-6,0 x 2,5-14,5 um, egyesével, parokban, révid lancokban vagy kis csoportokat alkotva
fordulnak el6 (30. &bra). Rovid alhifat és valodi hifat képez.

76



DOI: 10.14267/phd.2015033

30. 4bra. A Yarrowia bubula f.a. NCAIM Y.01998 sarjadzo sejtjei, 5% malata kivonat agaron,
3 nap, 25 “C-on tortent inkubacio utan, 1épték 10 um. Faziskontraszt mikroszkopos felvétel.

Forras: Nagy et al. 2014.

A héarom napos 25 °C-on inkubalt 5%-0s malatakivonat agarra szélesztett tenyészet (szélesztés
utan kindtt telepek) allaga vajszerii, krémszinti, felszine a simatol az enyhén érdesig valtozhat,
lapos vagy enyhén kiemelkedd, matt vagy enyhén fényl6. A telep szegélye finoman lebenyes,
esetleg fonalas. Hét napon &t 25 °C-on inkubalva targylemeztenyészetben kukoricaliszt agaron
valddi- és alhifat is képez. Aszkospdrakat nem képez.

A D-glikoz erjesztésére nem képes. Asszimilalt szénforrasok a kovetkezék: D-glikoz, D-
galaktéz (lassu vagy gyenge és lassu és valtoz0), L-szorb6z (lasst vagy valtozo), N-acetil-D-
glikézamin, D-rib6z, szalicin (lassi vagy gyenge és lassu és valtozd), arbutin (lassi vagy
gyenge és lassu és valtozd), glicerin, eritrit, ribit (pozitiv vagy lassu vagy latens), xilit (valtozo),
D-glucit (pozitiv vagy lasst vagy gyenge és lasst), D-mannit (pozitiv vagy lassu), glikono-6-
lakton, D-glikonat (valtozd), DL-laktat, szukcinat, citrat, etanol, propan 1,2 diol (valtozo),
hexadekan és butan 2,3 diol (lassu vagy valtozo).

Nem képes asszimilalni a kovetkezOket: D-glikézamin, D-xil6z, L-arabin6z, D-arabin6z, L-
ramndz, szachardz, maltdz, trehal6z, metil-a-D-gliikozid, cellobioz, melibidz, laktdz, raffindz,
melezitdz, inulin, o,a- keményit6, L-arabinit, galacit, myo-inosit, 2-keto-D-glikonat, D-
glukuronat, D-galakturonat, szaccharat, metanol.

Nitrogénforrasként asszimilalja a kovetkezOket: etilamin hidroklorid, L-lizin és kadaverin
dihidroklorid; nem asszimilélja a kovetkezOket: kalium-nitrat, natrium-nitrit, kreatin, kreatinin,
gliikozamin és imidazol. Keményitdszerii anyagokat nem képez. Egyik t0rzs sem képes 30 °C-on
szaporodni vagy savat termelni. Képes 0,1% cikloheximid vagy 10% NaCl-ot és 5% glikdzt
tartalmazo yeast nitrogen base tapkozegben szaporodni. Nem szaporodik vitaminmentes vagy

50% wi/w glikdz-élesztékivonat agaron, 16% NaCl-ot vagy 1% ecetsavat tartalmazo
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tapkozegben. Urea hidrolizis és Diazonium Blue B szinreakcid negativ. Kalcium-karbonatot
tartalmazo agaron nem mutathato ki savképzes.
A tipustorzs NCAIM Y.019987 (=CBS 12934™= NRRL Y-63668") marhahushol lett izolalva

Magyarorszagon és metabolikusan inaktiv allapotban van tartdsitva.

D1/D2 és ITS szekvenciainak vizsgalata alapjan egy Yarrowia csoportba tartozo
negyedik Uj fajhoz tartozo torzset is sikerult kimutatni, amihez szeretnénk tovabbi torzseket
izolalni, hogy tdbb torzs alapjan leirhassuk ezt az 0j fajt is, tizennégyre ndvelve a Yarrowia

csoport ismert fajainak szamat.

5.6. A Yarrowia csoportba tartozo6 fajok megoszlasa a vizsgalt élelmiszerekben

A fiziologiai tesztek alapjan Yarrowia csoportba tartoz6 torzseket MP-PCR
felhasznalasaval sokszorozott DNS fragmentek gélelektroforézisével nyert mintazatuk alapjan
hét csoportba lehetett sorolni. Mind a hét csoportban képviseltették magukat a nyers hushél
izolalt torzsek, nyers tejbdl és tejtermékekbdl izolalt torzseket viszont csak két csoportba lehetett

sorolni, utdbbiak esetében az egyik csoportot egyetlen torzs képviselte.

A 31. és 32. 4brén néhany altalam izolalt t6rzsb6l (GAC)s primer felhasznalasaval felszaporitott
DNS fragmentumok gélelektroforézissel nyert mintazata lathatd, az egyes torzsek mintazatanak
valtozatossagat mutatja be. A huasbdl izolalt térzsek nagy valtozatossagot mutatnak, viszont a

tejbdl és tejtermékbdl izolalt torzsek mintazata egy kivételtdl eltekintve megegyezik.

10 11 12 13 14 15 16

31. abra. Néhany nyers husbol izolalt Yarrowia csoportba tartozo térzsbél (GAC)s primer

felhasznalasaval felszaporitott DNS fragmentumok gélelektroforézissel nyert mintazata.
1.,6.,9., 15, 17. oszlop: Yarrowia lipolytica; 2., 4., 5., 7. oszlop: Yarrowia porcina; 3., 11., 13., 14. oszlop:
Yarrowia bubula; 8. oszlop: Yarrowia divulgata; 10., 16., 18., 21. oszlop: Yarrowia deformans; 12., 19. oszlop:

Candida galli; 20., 22., 23. oszlop Candida alimentaria; M: molekula méretsztenderd.
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32. abra. Néhany nyers tejbol és tejtermékekbdl izolalt térzsbdl (GAC)s primer felhasznalasaval

felszaporitott DNS fragmentumok gélelektroforézissel nyert mintazata.

1.-27. oszlop: Yarrowia lipolytica; M: molekula méret sztenderd.

A nyers hasbol izolalt Yarrowia csoportba tartozo térzsek 32%-a Y. deformans (43 torzs),
21%-a Y. lipolytica (28 torzs), 15%-a C. galli (20 torzs), 10%-a C. alimentaria (14 torzs), a
maradék 22% pedig a kbzelmultban leirt (Nagy et al. 2013, 2014) harom (j fajhoz tartozik (12%
Y. bubula, 6% Y. porcina, 4% Y. divulgata) (33. abra).

QY deformans
OY lipolyvtica
BaC galli

BY bubula

BY porcina
OC. alimentaria

QY divulgata

33. &bra. A nyers hasbol izolalt Yarrowia csoportba tartozo térzsek megoszlasa (135 torzs 66
mintabol)
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A nyers husbol izolalt ¢lesztogombatorzsek sokféleségével ellentétben a nyers tejbdl és
tejtermékekbdl izolalt, Yarrowia csoportba tartozd élesztégombatorzsek csak két csoportot
alkotnak, egy torzs kivetelével (C. alimentaria) mindegyik a Yarrowia lipolytica fajhoz tartozik
(34. abra).

1%

QY. lipolvtica

OC. alimentaria

99%

34. abra. A tejbdl és tejtermékekbdl Yarrowia csoporthoz tartozo térzsek megoszlasa (84 torzs
67 mintabol)

Az 0sszes élelmiszerbdl izolalt Yarrowia csoportba tartozo térzs 51%-a Y. lipolytica (111
torzs), 19%-a Y. deformans (43 torzs), 9%-a C. galli (20 torzs), 7%-a C. alimentaria (15 torzs), a
maradék 14% pedig a kdzelmultban leirt (Nagy et al. 2013, 2014) harom Uj fajhoz tartozik (7%
Y. bubula (16 t6rzs), 4% Y. porcina (8 torzs), 3% Y. divulgata (6 torzs)) (35. abra).

QY. lipolvtica

QY deformans

BC galli
51% BY bubula
OC alimentaria

BY porcina

QY divilgata

35. abra. Az 6sszes izolalt Yarrowia csoportba tartozé torzs megoszlasa (219 térzs 133 mintabdl)
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5.7. Hatarozo kulcs a Yarrowia csoport tagjainak egymastol valo elkilénitéséhez

A Yarrowia csoport tulajdonsdgainak ©Osszehasonlitadsa utan megallapithatd, hogy
fenotipusos tulajdonsagaik alapjan nem minden faj kiilonithet6 el egymastol. A Y. lipolytica, Y.
keelungensis, Y. deformans, Y. porcina és Y. divulgata egy sztenderd fenotipusos tesztek alapjan
megkulonbdztethetetlen komplex csoportot alkot. Az alabbiakban egy, a korlatozott fenotipusos
elkiilonitési lehet6ségeket tiikrozé (dichotonikus) hatarozokulcsot ismertetek. Bar a Yarrowia
csoport fajainak egy része a jelenleg rendelkezésre allé adatok alapjan fenotipusos bélyegek
alapjan is elvalaszthatd egymaéstol, a még fel nem fedett potencialis fajon bellli fenotipusos
variabilitds és a csoportba tartozo leiratlan fajok miatt célszerti a Yarrowia csoport fajait D1/D2

és ha szlikséges ITS szekvenciaik alapjan azonositani.

1. a. Az eritritet asszimilalja...........o.oiiiiiiiii 2.
b. Az eritritet nem asszimilalja..................ocooiiiii C. hispaniensis
2. a. A mannitot asszimilalja......... ... 3.
b. A mannitot nem asszimilalja................oooiiiiiiiiii i C. oslonensis
3. a. Az etilamint képes asszimilalni..............c.ooooiiiiiii i 4.
b. Az etilamint nem képes asszimilalni...................ooooeiiiiiiiiinn, C. hollandica
4. a. 30 “C-0n Képes SZapOrodni........o.ouuiuiiniitiii i 7.
b. 30 °C-on nem Képes SZaporodni. ..........oouieuiiiiiiiiii i 5.
5. a. A rib0zt 6s NAG-t asszimilalja............coooiiiiiiii e 6.
b. A ribdzt és NAG-t nem asszimilalja.....................oooooiiiiinn. . Y. yakushimensis
6. a. A ribitet asszimilalja...........ooooiiiii Y. bubula
b. A ribitet nem asszimilalja. ... C. alimentaria
7. b. Képes vitaminmentes taplevesben szaporodni........................cceeveeeeeee....Coogalli
a. Nem képes vitaminmentes taplevesben szaporodni ....................cooooiiiiiiiin. 8.
8. a. Az NAG-t nem asszimilalja...............ccooeviiiiiiiiiiiii C. phangngensis
b. Az NAG-t asszimilalja.............cooiiiiiii e Y. deformans

Y. divulgata
Y. keelungensis
Y. lipolytica

Y. porcina
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5.8. A Yarrowia csoport tagjainak az élelmiszerek romlasahoz esetlegesen hozzajarulo
tulajdonsagai

Teszteltem az 6sszes Yarrowia csoportba tartozé toérzs szakirodalom altal emlitett,
romlashoz potencialisan hozzajaruldé képességét, vagyis pigmentképz6-, fehérjebonto- és
zsirbontd-képességét. Az altalam izolalt Yarrowia csoportba tartozé torzseken Kivil a
tipustorzseket eés a MIMNG rendelkezésére all6, Yarrowia csoportba tartozo torzseket is

vizsgaltam, 6sszesen 273 torzset. Az eredményeket az aldbbiakban részletezem.

5.8.1. Pigmentkéepzés

A Carreira és Loureiro (1998) altal a Y. lipolytica elkildnitéséhez ajanlott tirozintartalmu
taptalajon vizsgalt pigmenttermel6-képesseg értékelését 24 dra inkubacios id6 utan végeztem, a
kiné6tt telepek koriil megjelend barna elszinez6dés jelezte a torzs pigmentképzd-képességét. A
kiilonboz6 torzsek kiilonbozé mértékben voltak képesek pigment-termelésre, de az egy fajhoz
tartozd torzsek néhany kivételtdl eltekintve tobbé-kevésbé hasonld mennyiségli pigmentet
képeztek.

Negativ kontrolként S. cerevisiae NCAIM Y.00801"T torzset hasznaltam (36. abra). A

tipustorzsek pigmenttermel6-képességet az alabbi abrakon (37.-49. abra) mutatom be.

36. abra. Pigment termel6 képesség vizsgalatahoz negativ kontrolként hasznalt Saccharomyces
cerevisiae NCAIM Y.00801" torzs

37. 4bra. C. alimentaria CBS 10151T pigment termelése
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38. dbra. 39. abra. 40. abra. 41. abra.

C. galli C. hispaniensis C. hollandica C. oslonensis
NCAIM Y. 14827 NRRL4-5580" CBS 4855" pigment ~ CBS 10146 pigment
pigment termelése pigment termelése termelése termelése

42. dbra. 43. &bra. 44, dbra. 45. &bra.
C. phangngensis Y. bubula Y. deformans Y. divulgata
CBS 104077 pigment NCAIM Y.019987 NCAIM Y.02005" F6-17" pigment
termelése pigment termelése pigment termelése termelése

48. dbra.

46. abra. 47. abra. 49.4bra.
Y. keelungensis Y. lipolytica Y. porcina Y. yakushimensis
CBS 110627 pigment NCAIM Y.05917 NCAIM Y.02100"  JCM 127827 pigment
termelése pigment termelése pigment termelése termelése

A C. oslonensis tipustérzse (CBS 10146", a faj egyetlen ismert torzse, a C. galli NCAIM
Y.01483 torzse és kettd altalam izolalt Y. lipolytica és egy Y. deformans torzs nem képes
pigment-termelésre tirozintartalma taptalajon.

A kapott eredmények alatdmasztjdk azt a feltételezést, hogy a taptalaj nem alkalmas a Y.
lipolytica szelektiv izolalaséra, és a pigment-képzésre nem képes, de a Yarrowia csoportba
tartozé néhany tdrzs miatt a csoport tobbi élesztégombatol valé megkiilonboztetésére vald
alkalmazhatdsaga is bizonytalan. Az emlitett néhany térzs kivételével a Yarrowia csoport tagjai
tirozintartalmu taptalajon kisebb-nagyobb mértékii elszinez6dést képesek okozni, ezaltal

potencidlisan jelentés gazdasagi veszteséget képesek okozni a sajtgyartas soran.
83



DOI: 10.14267/phd.2015033

5.8.2. Lipolitikus aktivitas

A lipolitikus aktivitast olivaolajat tartalmazé agarlemezre valo szélesztéssel teszteltem.
25 °C-on torténd, 10 napos inkubaciot kovetden a lemezeket 1 percre elarasztottam telitett réz-
szulfat oldattal, majd leolvastam az eredményt. Pozitiv eredményt, lipolitikus aktivitast a telepek
kék elszinezddése jelezte (Marquina et al. 1992).
Negativ kontrolként S. cerevisiae NCAIM Y.00801" térzset hasznaltam. Ebben az esetben
nemcsak hogy nem volt tapasztalhatd kék elszinez8dés, de a telep annyira gyengén nétt ki, hogy

a képen alig lathato (50. abra)

50. abra. A zsirbont6 képesség vizsgalatahoz negativ kontrolként hasznalt
S. cerevisiae NCAIM Y.00801" torzs

A Yarrowia csoport fajai tipustorzseinek zsirbontd képességét az alabbi abrakon (51.-63. abra)

mutatom be.

A Y. yakushimensis torzsek kozil az NCAIM Y.02049 nagyon gyenge lipolitikus aktivitassal
rendelkezik, a tobbi (JCM12782T, NCAIM Y.02052, NCAIM Y.02050) nem bontja a zsirt.

A tobbi fajhoz tartoz6 torzs szinte kivétel nélkiil erds lipolitikus aktivitassal rendelkezik.

51. &bra. C. alimentaria CBS 101517 zsirbonto képességének mértékét jelzd kék elszinezddés
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52. abra.
C. galli
NCAIM Y. 014827

53. abra.
C. hispaniensis
NRRL4-5580"

54. abra.
C. hollandica

55. abra.
C. oslonensis

CBS 48557 zsirbontd CBS 101467 zsirbont6

zsirbontd képességének zsirbont képességének képességeének mértékét kepességenek mertéket

mértékét jelzo kék
elszinezddés

mértékét jelzo kék
elszinezddés

jelzo kék elszinezddés  jelzd kék elszinez8dés

56. abra.

C. phangngensis
CBS 104077
zsirbonto
képessegének
mértékét jelzo kék
elszinezddés

57. abra.
Y. bubula
NCAIM Y.01998"
zsirbontd
képességének
mértékeét jelzo kék
elszinez6dés

58. abra.

Y. deformans
NCAIM Y.02005"
zsirbontd
képességének
mértékeét jelzd kék
elszinez6dés

59. abra.
Y. divulgata
F6-17" zsirbontd
képessegének
mértékét jelzo kék
elszinezddés

60. abra.
Y. keelungensis
CBS 110627
zsirbontd
képességének
mértékét jelzé kék
elszinezodés

61. abra.
Y. lipolytica
NCAIM Y.005917
zsirbontd
képességének
mértékeét jelzo kék
elszinezddés

62. abra.
Y. porcina
NCAIM Y.02100"
zsirbontd
képességének
mértékét jelzé kék
elszinezodés

63.abra.

Y. yakushimensis
JCM 127827
zsirbontd
képességének
mértékét jelzé kék
elszinezodés



DOI: 10.14267/phd.2015033

5.8.3. Proteolitikus aktivitas

A torzsek fehérjebontd-képesseégét zselatin-hidrolizis tesztelése altal mértem fel. A

zselatint tartalmazo kémcsoveket 0,1 ml ,,2+7-es sejtszuszpenzidval torténd beoltas utan 25 °C-

on inkubaltam 3 hétig. A leolvasast hetente végeztem, leolvasas el6tt 1 orara hiitdszekrénybe

helyeztem a kémcsOveket. A proteolitikus aktivitdst az elfolydsodott (hiitészekrényben is

folyékony) zselatin jelezte. A 12. tablazatban a Yarrowia csoportba tartozo fajok tipustérzseinek

fehérjebontd-képességét mutatom be.

12. tablazat. A Yarrowia csoport tipustorzseinek fehérjebonto-keépessége

Zselatin-elfolyositas

Faj Torzs kodja 7 nap 14 nap 21 nap
C. alimentaria CBS 10151 T +
C. galli NCAIM Y.01482 T +
C. hispaniensis NRRL4-5580 T - - -
C. hollandica CBS4855 T +
C. oslonensis CBS10146 T +
C. phangngensis CBS10407 T - - -
Y. bubula NCAIM Y.01998 T +
Y. deformans NCAIM Y.02005 T +
Y. divulgata F6-17 T +
Y. keelungensis CBS11062 T - 1.gy. ay.
Y. lipolytica NCAIM Y.0591 T +
Y. porcina NCAIM Y.0859/5 T ay. +
Y. yakushimensis JCM12782 T +

T: tipustorzs;

NCAIM: Mezb6gazdasagi €s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteménye (National

Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms), Budapest, Magyarorszag;

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia;
NRRL.: Culture Collection, National Center for Agricultural Utilization Research, Peoria, IL

USA:

JCM: Japan Collection of Microorganisms, Tsukuba, Japan
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A C. hispaniensis és a C. phangngensis tipustorzsek nem képesek a zselatin elfolyositasara, a Y.
keelungensis tipustdrzse pedig csak lassan bontja azt. A tobbi fajhoz tartozd legtobb térzs mar
egy héten beliil teljesen elfolyositotta a zselatint, kisebb hanyaduk az elsd leolvasaskor (7. nap)
csak részben, majd teljesen csak a masodik leolvasaskor (14. nap).

A fejezetben ismertetett eredményekbdl megallapithatd, hogy az 6sszes vizsgalt Yarrowia
csoportba tartozo torzs rendelkezik legalabb egy romlast-okoz6 képességgel, de tobbségik tobb
modon is veszélyt jelenthet az élelmiszerek mindségére. Ez 6sszhangban van a szakirodalomban
emlitett tapasztalatokkal, mely szerint a Y. lipolytica (és a Yarrowia csoport tagjai) igen fontos

szerepet jatszanak az élelmiszerek romlasaban.

5.9. A Yarrowia csoport tagjainak sporulécioja

A Yarrowia csoportba tartozé fajok kdzil sokaig csak egyetlen fajnak, a Y. lipolytica-nak
ismerték a teleomorf (ivaros) alakjat. 2013-ban szamoltak be a C. deformans teleomorf alakjarol,
atsorolva a fajt a Yarrowia nemzetségbe (Groenewald és Smith 2013). A harom fentebb
ismertetett 0 fajt alkoto torzsek fajon bellli parosodasi készséget vizsgalva azt tapasztaltam,
hogy a Y. porcina fajba tartozd torzsek kozul néhany képes egymaéssal parosodni és
aszkosporakat képezni, igy haromra ndvekedett a Yarrowia csoport ismert ivaros alakkal
rendelkezé fajainak szama (29. dbra). A Y. porcina a nemzetség eddigi egyetlen ismert faja,
amelynek aszkosporai tokanyagba agyazdodnak (29. és 64. abra). Ez a tulajdonsag az 0sszes

¢lesztbgomba kozott is igen ritka.

64. abra. A 'Y. porcina tokanyagba agyazott aszkosporai szabadon és aszkuszban. Faziskontraszt

mikroszképos felvétel.
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A sporaztatashoz hasznalt kevert tenyészeteket megériztem, €s tobb mint harom hénap elteltével
nem csak sporangiumban 1évo és kiszabadult sporakat talaltam, hanem azok csirdzasat is sikertilt

megfigyelnem és leféenyképeznem (65. abra).

65. dbra. Az NCAIM Y.02100" és UFMG-RD131* Yarrowia porcina torzsek csirazo
aszkospdrja YES agaron, 25 °C-on, 143 nap utan. Lépték 10 um. Faziskontraszt mikroszkopos

felvétel. Forrds: Nagy et al. 2014.
A Yarrowia csoport korabban ismert fajaihoz tartozé (régebb 6ta a MIMNG torzsgylijteményben

1év6 és az altalam Ujonnan izolalt) torzsek fajon beliili parosodasi készségét is vizsgaltam, de

egyik esetben sem tapasztaltam sporaképzddést.
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5.10. Az izolalt, nem a Yarrowia csoportba sorolt, hexadekan-asszimilalé torzsek fajszintii

azonositasa

A leirt ¢élesztdgombafajok csak kis hanyadardl ismert, hogy képes a hexadekan
asszimilécidjara. Emiatt nagyon érdekesnek és értékesnek tartom azt az informaciot, hogy a
vizsgalataim sorén izolalt, nem a Yarrowia csoportba tartoz6 hexadekan-pozitiv torzsek milyen
fajokhoz tartoznak. Részben emiatt, részben pedig tovabbi 0] fajokhoz tartozd torzsek
felismerésének reményében vizsgaltam azokat az altalam izolalt hexadekan-pozitiv torzseket
(175 torzs), melyeket fiziologiai tulajdonsagaik alapjan nem soroltam a Yarrowia csoportba.

A Yarrowia csoport tagjaival megegyez6 modon MP-PCR felhasznélasaval felszaporitott
DNS fragmentek gélelektroforézisével nyert mintazatuk alapjan csoportositva, majd D1/D2 DNS
szekvencidjuk alapjan azonositva 6ket meghataroztam, hogy milyen aranyban oszlanak meg ezek

a fajok a vizsgalt eélelmiszerekben.

A hexadekan-pozitiv de a Yarrowia csoportba nem tartozé élesztégomba torzsek joval
nagyobb diverzitast mutattak az élelmiszerekben, mint a Yarrowia csoport tagjai. Azonositasuk
sordn a legtdbb esetben a Yarrowia csoport tagjaihoz hasonléan azt tapasztaltam, hogy a
kivalasztott torzsek szekvencidinak a GenBank adatbazisban taldlhatdé szekvenciakkal val6
Osszehasonlitdsa alapjan tortént azonositds eredménye megegyezett a tdrzsek MP-PCR
segitségével megsokszorozott DNS fragmentek gélelektroforézissel kapott mintazata alapjan
tortént feltételes azonositassal. Ezeknek a torzseknek a vizsgélata sordn azonban nem minden
esetben tudtam el6ére megbecsiilni a faji hovatartozast a DNS fragmentek gélelektroforézissel
kapott mintazata alapjan. A Yarrowia csoport tagjainal tapasztaltakkal ellentétben tdbb esetben
tapasztaltam, hogy eltér6 MP-PCR mintdzatot add torzsek ugyanannak a fajnak a tagjai. Ez
0sszhangban van Ramirez-Castrillon 2014-ben megjelent tanulmanyanak kovetkeztetésével,
mely szerint az élesztégomba toérzsek MP-PCR alapl csoportositasa nem teljes mértékben
megbizhatd. Az egyes csoportok nem feltétlenil csak azonos fajhoz tartozd torzseket
tartalmaznak es azonos fajhoz tartozo torzsek kiilonbozé csoportokba is keriilhetnek. Bar a
mobdszer jol mikodott az altalam tesztelt Yarrowia csoportba tartozd torzsek esetében, ugy
gondolom, hogy ha mas élesztdgombdkat vizsgilunk az emlitett modszerrel, csak kelld
koriltekintessel szabad kovetkeztetéseket levonni, egyértelmii eredményt csak DNS

szekvenciajuk vizsgalata alapjan kaphatunk.
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A torzsek szekvencia analizise utan kiderilt, hogy a fiziologiai tesztek alapjan egyetlen
olyan torzset sem soroltam a Yarrowia csoportba, ami valdjdban nem tartozik oda, azonban ez
forditva nem igaz. Meglepd modon néhany torzsrdl kideriilt, hogy a megismert fiziologiai
tulajdonsagaikra alapozott kovetkeztetéssel ellentétben mégis a Yarrowia csoport fajaihoz
tartoznak (17 torzs).

Néhany torzset a glikdzerjesztés tesztelése soran a Durham-csében megjelené néhany
buborék miatt tévesen pozitivnak véltem, emiatt nem soroltam a Yarrowia csoportba. A tobbi
torzs tobbsége egy vagy néhany asszimilacios tulajdonsaga kismértékben eltért a Yarrowia
csoport tagjaira jellemz6 asszimilacios tulajdonsagoktol. Kismértékii eltérés alatt azt értem, ha
példaul bizonyos szénforrdsokat a Yarrowia csoportba tartozd fajok jellemzéen képesek
asszimilalni, de a vizsgalt torzs csak kismértékben szaporodott el a teszthez hasznalt kézegben,
igy nem lehetett egyértelmiien pozitivnak mindsiteni. Néhany esetben eléfordult, hogy egy adott
szénforrés asszimilacidjara a Yarrowia csoport tagjaira jellemz6en negativ eredményt vartam, de
pozitivat tapasztaltam. Ez okbdl nem siker(lt a Yarrowia csoport tagjaként elkuloniteni azt a
torzset, melyr6l késoébb kideriilt, hogy a negyedik uj faj tagja, mivel az a Yarrowia csoport
tagjaival ellentétben képes a raffindzt asszimilalni.

Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a Yarrowia csoport tagjaira jellemz6
tulajdonsagoktol csak kismértékii eltéréseket mutatd torzseket érdemes lett volna nagyobb

rugalmassaggal, a csoport feltételes tagjaként kezelni.

A Yarrowia csoport tagjain kivil 22 hexadekan-asszimilald faj képviseltette magat a vizsgalt
élelmiszerekben.

Tobbségiikr6l ismert volt ez a képesség. A Clavispora lusitaniae és a Candida sake hexadekan
asszimilalso képessége a szakirodalom szerint valtozd, a C. pararugosa, C. zeylanoides és C.
saitoana hexadekan-negativ fajokként vannak szamon tartva, a C. tropicalis-rél pedig a

monografidban (Kurtzman et al. 2011) nincs erre vonatkoz6 informécio.
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5.11. Hexadekan-pozitiv élesztogombatorzsek megoszlasa a vizsgalt élelmiszerekben

A 66-71. abrakon azt mutatom be, hogyan oszlanak meg a hexadekan-pozitiv torzsek (394 torzs).
A 67. és 68. abra 0sszevetése alapjan, nyers hus esetében a hexadekan-pozitiv térzsek kdzott
jéval nagyobb a Yarrowia csoportba tartozok ardnya (81%) mint a tejtermékekbdl izolaltak
esetében (41%).

A 67., 69., 70. és 71. abrakat dsszevetve megallapithatd, hogy nyers tejben, tiréban és sajtban
egyarant a Clavispora lusitaniae faj dominal és a C. intermedia a masodik legnagyobb szdmban
izolalt faj. Mindharom emlitett termékben el6fordul C. parapsilosis, Meyerozyma guilliermondii
és C. butyri.

Clavispora lusitaniae-t, C. intermedia-t, C. parapsilosis-t és Meyerozyma guilliermondii-t

hasokbdl is izolaltam.
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5.13. Uj tudoméanyos eredmények

1. Uj, hatékony izolalasi madszert dolgoztam ki, mellyel nagy szamban lehet Yarrowia csoportba
tartozo élesztogomba torzseket izoldlni kiilonbozo élelmiszerekbdl: nyers husbol, nyers tejbol,

tarobol, sajtbdl, ide értve tobb korabban leiratlan fajt is.

2. Nyolcszazhuszonhat izolalt élesztégombatorzs kozll elkuldnitettem a Yarrowia csoport
tagjait, majd csoportositottam O6ket. Megallapitottam, hogy a mikroszatellit primerrel végzett
PCR technikdval kapott mintazatok alapjdn a Yarrowia csoport tagjai kivaldan

megkiilonboztetheték egymastol. A csoportositast kovetden csoportonként néhany torzs rRNS-ét

crer

3. Felmértem a Yarrowia csoport biodiverzitasat a vizsgalt élelmiszerekben. A tapasztaltak
alapjan a Yarrowia lipolytica-n kivll nyers hasokban a Yarrowia csoport szamos mas tagja is
képviselteti magat, ezzel szemben sajtb6l csak Y. lipolytica-t lehetett kimutatni, turébol a
Yarrowia lipolytica-n kivil egy C. alimentaria torzset is izolaltam. Nyers tejb6l izolalt szamos Y.
lipolytica torzs mellett harom Y. bubula torzset is sikertlt Kimutatni.

A Yarrowia csoport biodiverzitasan kivil feltérképeztem az egyéb hexadekan-asszimilalo

¢élesztégombak biologiai sokféleségét is a vizsgalt élelmiszerekben.

4. Négy uj, leiratlan fajhoz tartozo élesztdgomba torzseket izolaltam, melyek koziil harmat vy
fajként irtunk le: Yarrowia divulgata, Yarrowia porcina és Yarrowia bubula névvel. A negyedik
Uj faj leirdsdhoz tovabbi torzseket szeretnék izolalni. Aszkuszokat és aszkosporéakat talaltam a Y.
porcina komplementer parosodasi tipusainak keverékében. A Y. porcina a nemzetség eddigi
egyetlen ismert faja, amelynek aszkospdrai tokanyagba agyazddnak. A sporék éeletképességének

alatdmasztésaként csiraz6 aszkosporékat sikerult megfigyelnem és dokumentalnom.

5. Hatéarozokulcsot készitettem a Yarrowia csoportba tartozd fajok fenotipusos tulajdonsagain
alapul6 azonositashoz, mely segitségével az eddig leirt 13 Yarrowia csoportba tartozo6 faj kozil
nyolcat el lehet egymastol kiloniteni.

6. Megvizsgaltam a Yarrowia csoportba tartozé torzsek (273 torzs) élelmiszerromlashoz
potencialisan hozzajaruld tulajdonsagait és megallapitottam, hogy az 6sszes vizsgalt torzs
rendelkezik legalabb egy romlast okozé képességgel, de tdbbséguk tébb maodon is veszélyt
jelenthet az élelmiszerek mindségére lipolitikus és/vagy proteolitikus aktivitdsa, pigmenttermeld

képessége miatt.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A molekularis modszereknek koszonhetéen az utdbbi évtizedekben bebizonyosodott,

hogy a mikroorganizmusok hagyomanyos modszereken alapuld azonositasa nem mindig
megbizhatd. Vilagossd valt, hogy az <¢lelmiszerekben ¢és mas ¢élohelyeken eléforduld
élesztégombak diverzitasa alulbecsiilt. Ezt alatamasztja az utobbi években szamos élelmiszer-
eredetli uj faj leirasa, valamint az olyan kis szamban el6forduld fajok felfedezése, melyeket
dusitas nélkil lehetetlen lenne izolalni, nem beszélve arrdl, hogy kordbban szdmos fajt tévesen
azonositottak, tébb hasonlo fenotipusos tulajdonsagu fajt egy fajnak véltek.
Az (jonnan kidolgozott izolalasi modszer eredményesen alkalmazhaté a Yarrowia csoportba
tartozd élesztdgombak izoldldsdra. A modszer hatékony, de nem teljes mértékben szelektiv.
Nyers husban a Yarrowia csoport jelenleg ismert fajainak kozel haromnegyede, legaldbb hét faj
eléfordul és izolalhatd az j modszer alkalmazasaval. Ezzel szemben sajtbol csak Yarrowia
lipolytica torzseket izolaltam, tarobol egy C. alimentaria torzs kivételével szintén csak Yarrowia
lipolytica fajba tartozo torzseket lehetett kimutatni. Nyers tejbol izolalt szamos Y. lipolytica torzs
mellett harom Y. bubula térzset is sikerult kKimutatni.

A fenotipusos tulajdonsadgokon alapuld tesztek nagyon fontosak, de a kizardlag e
tulajdonsagok alapjan torténd azonositds megbizhatésaga sok esetben megkérddjelezhetd, a
pontos azonositashoz molekulris bioldgiai mddszerekre van sziikség.

A Yarrowia csoportba tartozo torzsek tobbsége fiziologiai tesztekkel elkiilonitheté a nem
a csoportba tartozd torzsektdl, azonban ezek a tesztek gyakran nem elegenddk a kiilonbozd
fajokhoz tartozd torzsek egymastol valo elkulonitésére, erre a célra tapasztalatom szerint a
mikroszatellit primerrel végzett PCR technika kivaloan megfelel. Bar a modszer jol mitkodott a
tesztelt Yarrowia csoportba tartozd torzsek esetében, a Yarrowia csoporton kivili szamos
torzson végzett vizsgalat alapjan ugy gondolom, hogy nagyobb sokféleséget mutatd torzseket
vizsgalva az MP-PCR felhasznalasaval felszaporitott DNS fragmentek gélelektroforézisével
nyert mintazatok alapjan csak kelld koriiltekintéssel szabad kovetkeztetéseket levonni.

A Yarrowia csoport tagjainak fajszintii azonositasahoz néhany kivételes esettdl eltekintve
eléeg az rRNS-t kodolo gén D1/D2 regid szekvencigjanak ismerete, csak ritkan van sziikség az
ITS szakaszok szekvencidjanak vizsgalatara.

A Yarrowia lipolytica-r6l szdmos tanulmanyban élelmiszerromlast okoz6
mikroorganizmusként szamolnak be, azonban a legtobb esetben kizarélag hagyomanyos
azonositast alkalmaztak, igy nagyon valoszinii, hogy az esetek egy részében a Yarrowia csoport

mas tagja okozza a romlast.
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Az izolalt torzsek fizioldgiai tulajdonsdgainak vizsgalata hozzajarulhat az
élelmiszeriparban hasznos vagy héatranyos szerepik felismeréséhez, valamint esetleges ipari
vagy Dbiotechnoldgiai alkalmazhatésaguk megbecsléséhez.  Sziikségesnek tartom a
torzsgyljteményekben Yarrowia lipolytica-ként szamon tartott és kiilonboz6 ipari teriileteken
hasznositott, vagy a jovOben hasznositani kivant torzsek azonositdsanak molekularis

modszerekkel vald megerdsitését illetve felulvizsgalatat.
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7. OSSZEFOGLALAS

A rendkiviil erés lipolitikus €s proteolitikus aktivitasardl, pigmenttermeld-képességérol

ismert Yarrowia lipolytica az egyik legszéleskoriibben tanulmanyozott és élelmiszeripari
szempontbol az egyik legjelentdsebbnek tartott ¢lesztdgomba. Egyes élelmiszerekben az egyik
leggyakrabban ¢és legnagyobb szamban eléforduld élesztogomba faj. Szdmos esetben teszik
feleldssé élelmiszerek romlasaért, ezzel szemben rendkiviil sok teriileten hasznosithaté akar az
élelmiszeriparban, akéar a tisztitdszer- vagy gyogyszeriparban, nem utols6 sorban
kornyezetvédelemi szempontbdl is jelentds.
Az utdbbi években vilagossa valt, hogy nem egy fajrol, hanem egy komplex csoportrol van szo,
melynek tagjait hagyomanyos mddszerekkel sok esetben tévesen Yarrowia lipolytica-ként
azonositjdk. A Yarrowia csoport a kovetkez6 fajokat foglalja magaba: Y. lipolytica, Y. (C.)
deformans, Y. (C.) yakushimensis, Candida galli, C. phangngensis, C. oslonensis, C.
alimentaria, C. hollandica, C. hispaniensis, Y. divulgata, Y. keelungensis, Y. porcina, Y. bubula.
Kozulik a Y. lipolytica, Y. (C.) deformans, Y. divulgata, Y. keelungensis és Y. porcina nem
kiilonboztethetk meg egymastol sztenderd fenotipusos tulajdonsagaik alapjan. Ezen fajok egy
ugynevezett fajkomplexet alkotnak. A fajok egymastdl valé megbizhaté elkilonitéséhez és
fajszintli azonositdsdhoz molekularis modszerekre van sziikség. Ez alapjan feltételezhetd, hogy
sok esetben nem is a Y. lipolytica, hanem a csoport valamely més tagja, esetleg tagjai felel6sek
az elelmiszerek romlaséaért.

Vizsgalataim legf6bb célja az volt, hogy megismerjem a Yarrowia csoport biodiverzitasat
kiilonb6zd ¢€lelmiszerekben (nyers husokban, nyers tejben, lejart fogyaszthatosdgi idejii
sajtokban és turéban).

Mindenekel6tt sziikséges volt egy olyan mddszer kidolgozasa, mely alkalmas a csoport
tagjainak hatékony izolalasara. Ehhez egy olyan dusito taplevest készitettem, ami elsegiti a
Yarrowia csoportba tartozo torzsek dominanciajat a disito levesben, lehetéve téve nagy szdmban
torténd izoldldsukat. A dusitdo tapleves pH értéke 3,6 (igy a baktériumok tobbségének
szaporodasa gatolhatd), és olyan specifikus szénforrast (hexadekant) tartalmaz, amit a Yarrowia
csoport tagjain kiviil az ismert élesztégombafajoknak csak kis hanyada képes asszimilalni (igy a
dusité tapleves az élesztégombak zOmének szaporodasat nem teszi lehetdvé). Késobb a
hatékonysag fokozésa érdekében modositottam a dusito tapleves Osszetételét. A késdbbiek soran
bebizonyosodott, hogy a Yarrowia csoportba tartozo torzsek izolalasa szempontjabol valoban
nagyobb hatékonysagot lehet elérni a modositott dusito tapleves alkalmazésaval.

107



DOI: 10.14267/phd.2015033

Az ujonnan kidolgozott modszerekkel 826 ¢lesztogombatorzset izolaltam a vizsgalt

¢lelmiszerekbdl.

Az izolalast kovetéen kivalasztottam kozllik a Yarrowia csoportba tartozd torzseket.
Ennek els6 1épése az volt, hogy elkiilonitettem a hexadekan-asszimilaciora képes torzseket a
hexadekan-negativaktol. Erre egy egyedili szénforrasként hexadekant tartalmazo tapkdzeg
segitségével kerllt sor. Mésodik lépésként a hexadekan-pozitiv torzseket APl ID 32C teszttel
vizsgalva elkilonitettem azokat a torzseket, melyek fizioldgiai tulajdonségaik alapjan a Yarrowia
csoport tagjai lehetnek. Teszteltem 30 kiilonboz6 szénforras, valamint nitrat asszimilaciojat,
glukoz erjesztését és a torzsek cikloheximid jelenlétében valé szaporodasanak képességét. Ily
maddon 219 torzset kulonitettem el a Yarrowia csoport tagjakent.

Ezutén a kivalasztott torzsek csoportositasa kdvetkezett, erre a célra kivalonak bizonyult
az MP-PCR maddszer, ami segitségével molekularis ujjlenyomatuk alapjan el lehetett kiloniteni
egymastol az egyes fajokat, s6t gélmintazatukat a referenciaként hasznalt tipustorzsek
mintazataihoz hasonlitva elézetesen meg lehetett allapitani, hogy melyik torzs melyik fajhoz
tartozik. Az MP-PCR felhasznélasaval felszaporitott DNS fragmentumok gélelektroforézises
elvalasztasaval kapott mintazatuk alapjan hét csoportba soroltam a torzseket. Mind a hét
csoportban képviseltették magukat a nyers hishol izolalt torzsek, nyers tejbol és tejtermékekbol
izolalt torzsek egy tUrébol izolalt C. alimentaria és harom nyers tejbél izolalt Y. bubula torzs
kivételével egyetlen csoportot alkottak.

A megbizhato fajszintli azonositashoz azonban a riboszomalis RNS-t kodolo gén egyes
régidinak vizsgalatara volt sziikség. A szakirodalommal egybehangzoan legtdbb esetben
esetben azonban sziikséges volt az ITS szakaszok vizsgalatat is bevonni az azonositasba. Az
emlitett génszakasz(ok) PCR-rel torténd felszaporitasa utan azok szekvenaltatasara kerdiilt sor,
majd a kapott szekvencidkat a GenBank adatbazisanak felhasznalasaval 6sszehasonlitottam a
Yarrowia csoport tipustorzseinek szekvencidival. Ily modon sikerilt fajszinten azonositani a
Kivalasztott torzsek tobbségét.

Néhany torzs szekvencidjahoz kelld mértékben hasonlitd szekvencia azonban nem volt
megtalalhatd a GenBank-ban, vagy még leiratlan fajhoz tartozott. Ezekrdl a torzsekrdl tovabbi
vizsgalatok alapjan bebizonyosodott, hogy korabban ismeretlen 0j fajok tagjai, azota kozuluk
harom lerdsara (Yarrowia divulgata, Yarrowia porcina és Yarrowia bubula) kerilt sor, a
negyedik 0j faj leirasa még varat magara, mivel eddig csak egy torzs all rendelkezésre, a

leirdshoz tobb e fajhoz tartozo torzset szeretnék izolalni.
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A fajszintli azonositast kovetéen meghataroztam a Yarrowia csoport diverzitasat a
vizsgalt élelmiszerekben. Nyers husbol a hét kiilonbozé gélmintdzatnak megfeleléen hét fajt
lehetett kimutatni. A Yarrowia csoportba sorolt torzseknek csak 21%-a Y. lipolytica (28 torzs a
135-bdl), a torzsek tobbsége Y. deformans. Kisebb szamban volt koztik C. galli, C. alimentaria
és a fent emlitett harom (j faj tagjai. A hasbdl izolalt, Yarrowia csoportba sorolt torzsek 42%-a
(Y. deformans, Y. divulgata és Y. porcina) hagyomanyos modszereket alkalmazva valdsziniileg
hibdsan lett volna azonositva. A Yarrowia csoport tagjainak nyers huasokban tapasztalt
valtozatossagaval szemben, harom nyers tejb6l izolalt Y. bubula térzs és egy tarobol izolalt C.
alimentaria torzs kivételével a tejtermékekbdl csak Y. lipolytica volt kimutathatd. Az Osszes
Yarrowia csoportba tartozo izoldtum megoszlasat vizsgélva azt tapasztaltam, hogy csak 51%-uk
Y. lipolytica. Az 6sszes Yarrowia csoportba tartozd izolatum 26%-a kizérélag hagyomanyos
modszerekkel vizsgalva valdsziniileg tévesen Y. lipolytica-ként lett volna azonositva.

Az azonositott Yarrowia csoportba tartozé torzseket vizsgalva megprobaltam fenotipus
alapjan torténd elkiilonitési lehetoségeket talalni. Ehhez el0szor 0ssze kellett gylijtenem az egyes
fajok fiziologiai tulajdonsagairdl a rendelkezesre allo adatokat. Felhasznéltam a CBS adatbazist,
a jelenlegi legfrissebb monografiat és a fajleirasokat. Az igy Osszegy(ijtott adatokat 6sszegeztem,
ahol ellentmondas volt, vagy nem allt rendelkezésre adat, azokat a fizioldgiai teszteket magam is
elvégeztem, majd tablazatot készitettem az eredményekrél. Az igy nyert adatok felhasznalasaval
hatarozokulcsot készitettem, mely segitségével bizonyos fenotipusos tulajdonsagokat vizsgalva
elkiilonithet6 egymastol a C. alimentaria, C. galli, C. hispaniensis, C. hollandica, C. oslonensis,
C. phangngensis, Y. bubula és a Y. yakushimensis. A tobbi Yarrowia csoportba tartozé faj (Y.
deformans, Y. divulgata, Y. keelungensis, Y. lipolytica és Y. porcina) térzsei nem kiilonithet6k el
fenotipusos tulajdonsdgok alapjan, ugynevezett fajkomplexet alkotnak. Bar a Yarrowia csoport
fajainak egy része a jelenleg rendelkezésre all6 adatok alapjan fenotipusos bélyegek alapjan is
elvalaszthatd egymastol, a hataroz6 kulcs 6nmagaban sajnos nem elegendd a fent emlitett torzsek
teljes mértékben megbizhatd azonositasahoz, hiszen nem veszi figyelembe a meg fel nem ismert
esetleges fajon bellli fenotipusos variabilitast és a csoportba tartozo leiratlan fajokat. Emiatt
célszerii a Yarrowia csoport fajait D1/D2, és ha szlikséges ITS szekvenciaik alapjan azonositani.

Vizsgaltam a rendelkezésemre allé 6sszes altalam izolalt Yarrowia csoportba tartozd
torzs és referencia torzs (273 torzs) azon tulajdonsagait, melyek a szakirodalom szerint
potencialisan hozzajarulnak az élelmiszerek romlasahoz, vagyis pigmentképz6-, fehérjebontd- és
zsirbontd-képességét. A pigmenttermel6-képességet tirozintartalmi taptalajon vizsgaltam, a
lipolitikus aktivitast 5% olivaolajjal kiegészitett Gorodkowa agarlemezen, a fehérjebontd

képességet pedig zselatin-hidrolizis tesztelese &ltal mértem fel. Az ezzel kapcsolatos
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eredményekbdl megallapithatod, hogy az 6sszes eddig vizsgalt Yarrowia csoportba tartozo torzs
rendelkezik legaldbb egy élelmiszerromlashoz hozzajaruld képességgel, de tobbségik tdbb
moddon is veszélyt jelenthet az élelmiszerek mindségére. Ez 6sszhangban van a szakirodalomban
emlitett tapasztalatokkal, mely szerint a Y. lipolytica (és a Yarrowia csoport tagjai) igen fontos
szerepet jatszanak az élelmiszerek romlasaban.

A Yarrowia csoportba tartozo fajok kézll sokéig csak egyetlen fajnak, a Y. lipolytica-nak
ismerték a teleomorf (ivaros) alakjat. A kézelmultban szamoltak be a C. deformans teleomorf
alakjardl, atsorolva a fajt a Yarrowia nemzetségbe. A Yarrowia csoportba tartozo torzsek fajon
bellli parosodasi képességeét vizsgalva azt tapasztaltam, hogy a Y. porcina fajba tartozé néhany
torzs képes egymaéssal parosodni és aszkosporékat képezni, igy haromra ndvekedett a Yarrowia
csoport ismert ivaros alakkal rendelkez6 fajainak szama. A Y. porcina a nemzetség eddigi
egyetlen ismert faja, amelynek aszkosporai tokanyagba agyazddnak. Ez a tulajdonsdg az 6sszes
¢lesztdgomba kozott is igen ritka. A splraztatashoz hasznalt kevert tenyészeteket megoriztem, €s
tobb mint harom hénap elteltével nem csak sporangiumban 1évo és kiszabadult sporakat talaltam,
hanem azok csirazasat is sikerllt megfigyelnem és dokumentadlnom, ezzel bizonyitva az
aszkosporak életképessegét.

Mivel a leirt élesztégombafajok csak kis hanyadar6l ismert, hogy képes a hexadekan
asszimil&cidjara, kivancsi voltam, hogy a vizsgalataim soran izolalt, nem a Yarrowia csoportba
tartozé hexadekan-pozitiv torzsek milyen fajokhoz tartoznak. Részben emiatt, részben pedig
tovabbi 0j fajokhoz tartozd torzsek azonositasanak reményében vizsgaltam azokat az altalam
izolalt hexadekan-pozitiv torzseket (175 torzs), melyeket fiziologiai tulajdonsagaik alapjan nem
soroltam a Yarrowia csoportba. MP-PCR felhasznalasaval felszaporitott DNS fragmentek
gélelektroforézisével nyert mintazatuk alapjan csoportositva, majd szekvencidik alapjan
azonositva Oket meghataroztam, hogy milyen aranyban oszlanak meg ezek a fajok a vizsgalt
élelmiszerekben. A hexadekan-pozitiv de a Yarrowia csoportba nem tartozo élesztégomba
torzsek joval nagyobb diverzitdst mutattak az élelmiszerekben, mint a csoport tagjai.
Azonositasuk sordn a legtbb esetben a Yarrowia csoport tagjaihoz hasonléan azt tapasztaltam,
hogy a kivalasztott torzsek szekvendltatasa utan, a kapott szekvencidk GenBank adatbazisban
talalhatd szekvenciakkal valé 0Osszehasonlitasa alapjan tortént azonositds eredménye
megegyezett a toérzsek MP-PCR segitségével kapott fragmentumok gélelektroforézises mintazata
alapjan tortént feltételes csoportositassal. Ezeknek a torzseknek a vizsgalata soran azonban nem
minden esetben tudtam elére megbecsiilni a faji hovatartozast a gélmintazat alapjan. A Yarrowia
csoport tagjainal tapasztaltakkal ellentétben tobb esetben tapasztaltam, hogy kilénbo6zo

torzsekbol (GAC)s primer felhasznalasaval felszaporitott DNS fragmentek gélelektroforézissel
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nyert mintazatai kilonbdznek, meégis ugyanannak a fajnak a tagjai. Ez 6sszhangban van
Ramirez-Castrillon 2014-ben megjelent tanulményanak kovetkeztetésével, mely szerint az
élesztégomba torzsek MP-PCR alapu csoportositasa nem teljes mértékben megbizhatd. Az egyes
csoportok nem feltétlenul csak azonos fajhoz tartozo torzseket tartalmaznak és azonos fajhoz
tartozo torzsek kiilonb6zo csoportokba is keriilhetnek. Bar a modszer jol miikddott az altalam
tesztelt Yarrowia csoportba tartozé torzsek esetében, (gy gondolom, hogy nagyobb sokféleséget
mutatd torzseket vizsgdlva MP-PCR felhasznalasdval felszaporitott DNS fragmentek
gélelektroforézisével nyert mintdzatuk alapjan csak kell6 koriltekintéssel —szabad
kovetkeztetéseket levonni.

Az §sszes altalam izol&lt hexadekéan-pozitiv élesztégomba torzs fajszintii azonositasa utan
vizsgéltam az izolaldsi forrasul szolgald élelmiszerekben vald megoszlasukat, jelentds résziik,

49%-uk a Yarrowia csoportba tartozott.
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8. SUMMARY

Yarrowia lipolytica is one of the most extensively studied and one of the most important
yeast species in the food industry, known from its remarkably high lipolytic and proteolitic
activity, and its ability to produce brown pigments. It is one of the most common yeast species in
specific types of food. In many cases Y. lipolytica is believed to be responsible for food spoilage,
nevertheless this species has been developed as a production host for a large variety of
biotechnological applications and can be used in the food-, detergent- and pharmaceutical
industry as well as in environmental protection.

In the last twelve years the Yarrowia clade has expanded. Currently, instead of the single
species Y. lipolytica, it comprises of the following species: Y. lipolytica, Y. (C.) deformans, Y.
(C.) yakushimensis, Candida galli, C. phangngensis, C. oslonensis, C. alimentaria, C.
hollandica, C. hispaniensis, Y. divulgata, Y. keelungensis, Y. porcina, Y. bubula. Using
conventional methods some members of the genus Yarrowia can easily be misidentified as Y.
lipolytica. These species are Y. (C.) deformans, Y. divulgata, Y. keelungensis and Y. porcina. As
they cannot be differentiated based on their standard phenotypic characteristics, together with Y.
lipolytica they form the so-called Y. lipolytica species complex. To differentiate and identify
these species reliably, molecular methods are needed. Considering this, it is presumable that in
some cases not only Y. lipolytica but other members of this species complex are responsible for
food spoilage.

The primal aim of my investigations was to recognise the diversity of the Yarrowia clade
in different kinds of food (raw meat, raw milk, expired cheese and cottage cheese).

First of all working out a new method for the effective isolation of members of the
Yarrowia clade was necessary. | prepared an enrichment medium to promote the dominance of
strains of the Yarrowia clade over other yeast strains, thus their isolation in a large number was
enabled. The pH of the enrichment medium is 3.6 (thus the growth of most of the bacteria is
inhibited), and it containes a specific carbon source (hexadecane), which can be assimilated only
by a small proportion of the known yeast species including the species of the Yarrowia clade
(thus this medium does not support the growth of most of the yeast species outside the Yarrowia
clade). To enhance the efficiency of the enrichment medium | modified its ingredients. Isolation
of strains of the Yarrowia clade by using this modified medium proved to be more efficient
actually.

Eight hundred twenty-six yeast strains were isolated by using this newly developed
method. After the isolation, members of the Yarrowia clade were selected. First, hexadecane
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assimilating yeast strains were separated from the hexadecane-negative ones by using a medium
containing hexadecane as a sole carbon source. Based on their physiological characteristics
possible members of the Yarrowia clade were then separated by examining the hexadecane-
positive strains by using API ID 32C tests. Two hundred and nineteen strains were separated in
this way, as members of the Yarrowia clade.

These selected strains were then assigned to groups. For that microsatellite-primed-PCR

method proved to be effective, because strains of different species could be successfully
discriminated based on their DNA fingerprints, even their identity could be assessed by
compairing their fingerprints to the fingerprints of the type strains of the Yarrowia clade. Strains
were assigned to seven groups based on their fingerprints obtained from the gel electrophoretic
separation of their DNA fragments amplified by using microsatellite-primed PCR. Strains
isolated from raw meat were present in all the seven groups, however, strains from raw milk and
milk products formed only one group with only few exception.
To confirm the identity of the strains sequencing of the D1/D2 domain of the LSU rRNA gene
was necessary. Selected members of each group were identified by amplifying and sequencing
the D1/D2 region of the ribosomal RNA’s large subunit coding gene which proved to be
sufficient in most of the cases, but in some extraordinary cases examination of the ITS regions
were also needed for the reliable identification. PCR amplification of the above mentioned gene
regions was followed by sequencing, then sequence similarity searches were performed against
the GenBank sequence database. Sequences of the strains isolated by me were compared to the
sequences of the type strains of the Yarrowia clade. Thus identification of the majority of the
strains at species level was successful.

However, the search in the GenBank database did not reveal sufficiently close match to
the sequences of some strains or in some other cases the closest matches were sequences of
unrecognised species. Further examination of these strains revealed that they were members of
unrecognised species. Since then three of them had been described (Yarrowia divulgata,
Yarrowia porcina and Yarrowia bubula) and a fourth one will be described in the future, because
at the moment | have only one strain of this species and for the description | would like to isolate
some more strains belonging to this new species.

Following the identification at species level, diversity of the Yarrowia clade had been
assessed in the examined foods. Seven species had been revealed from meat, corresponding to
the seven different fingerprints obtained after gelelectrophoretic separation of the DNA
amplified by using microsatellite-primed-PCR. Only 21% of the strains (28 of the 135 strains)
proved to be Y. lipolytica, the majority of the strains were Y. deformans. In a smaller proportion
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C. galli, C. alimentaria, and strains of the above mentioned three new spesies also occured in
meat. Fourty-two percent of the strains isolated from meat and assigned as members of the
Yarrowia clade (Y. deformans, Y. divulgata and Y. porcina) probably would have been
misidentified by using conventional methods, as Y. lipolytica

Contrary to such adiversity of Yarrowia and Yarrowia related species in raw meat,
besides the three Y. bubula strains from milk and one C. alimentaria strain from cottage cheese,
only Y. lipolytica were detected in milk and milk products. Fifty-one percent of all the strains
belonging to the Yarrowia clade proved to be Y. lipolytica. By using only conventional methods
56% of all the isolates belonging to the Yarrowia clade probably would have been misidentified
as Y. lipolytica.

The possibilities of differentiating the strains based on their phenotypic characteristics
were examined. First all the available data on the phisiological characteristics of the species of
the Yarrowia clade had to be collected. Data were obtained from the CBS database, the newest
monography and the descriptions of the species, then they were integrated. In case of
contradictions or lacking data the particular characteristics were tested by myself, then a
summarizing table of these data was constructed. Using these datas a taxonomic key to the
species was compiled. Using this taxonomic key, C. alimentaria, C. galli, C. hispaniensis, C.
hollandica, C. oslonensis, C. phangngensis, Y. bubula, and Y. yakushimensis can be
discriminated based on some of their physiological characteristics. Strains of other species of the
Yarrowia clade (Y. deformans, Y. divulgata, Y. keelungensis, Y. lipolytica and Y. porcina) cannot
be differentiated based on their phenotypic characteristics, thus they form a so-called species-
complex. Although some species of the Yarrowia clade can be differentiated based on the
available data of their phenotypic characteristics, unfortunately the taxonomic key in itself is not
enough to identify the above mentioned strains infallibly, since it does not consider yet unnoticed
potentional variations within species or undescribed species. Thus reliable identification of the
species of the Yarrowia clade has to be based on their D1/D2 and if neccessary on their ITS
sequences.

Potential spoilage causing characteristics of all the strains belonging to the Yarrowia
clade and also the strains used as reference (273 strains) were tested, namely their lipolytic and
proteolytic activity and their ability to produce brown pigments. Pigment production was tested
on a media containing tyrosine, lipolytic activity was tested on Gorodkowa agar supplemented
with 5% olive oil, and proteolytic activity was assessed by gelatin liquefaction. Based on the
results it can be stated, that each tested strain of the Yarrowia clade owns at least one of the

potential spoilage-causing characteristics, moreover most of them mean multiple risk to the food
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quality. It corresponds to the information found in the literature, that Y. lipolytica (and other
members of the Yarrowia clade) play a prominent role in food spoilage.

For a long time Y. lipolytica was the only species of the Yarrowia clade with known
teleomorphic state. Recently, teleomorphic state of C. deformans was found, thus this species
was transferred to the Yarrowia genus. Examining the intra-species mating ability between
strains of the Yarrowia clade, mating and ascosporulation had been observed in the mixture of
some Y. porcina strains, thus this species emerged as the third teleomorphic species of the
Yarrowia clade. Y. porcina is the only species of the genus with ascospores embedded in
capsular material. This feature is quite rare even among the entire yeast domain. The culture used
for ascosporulation was preserved, and after more than three months not only asci and
ascospores could be found but also budding of the ascospores was observed and documented
proving the viability of the ascospores.

Since hexadecane assimilation is a quite rare feature, only a small proportion of yeast species is
known of being capable of assimilating it, I was curious, what species the hexadecane-positive
isolates outside the Yarrowia clade belonged. This and the hope of finding new species prompted
me to examine these hexadecane assimilating strains that were not assigned to the Yarrowia
clade (175 strains) based on their physiological characteristics. Following their grouping based
on their fingerprints obtained from the gelelectrophoretic separation of their DNA fragments
amplified by using microsatellite-primed PCR, and their identification based on their above
mentioned sequences, their diversity was determined in the examined foods. These strains
showed much greater diversity in food, than the members of the Yarrowia clade. During their
identification | experienced the same thing as in the case of the strains of the Yarrowia clade,
namely, that the sequence-based identification was congruent with the preliminary grouping
based on microsatellite-primed-PCR fingerprint analysis. However, due to the absence of reliable
reference strains, their identity could not be assessed in advance in each case based on their DNA
fingerprints. Unlike in the case of strains of the Yarrowia clade, in some cases conspecific strains
showed different fingerprints of DNA fragments amplified by using (GAC)s primer and
separated with gel electrophoresis. It corresponds to the conclusion of the study of Ramirez-
Castrillon (2014), which says clustering yeast strains based on microsatellite-primed PCR is not
fully reliable. Some groups can contain strains belonging to different species, and conspecific
strains can be assigned to different groups. Although this method was successful in case of the
strains of the Yarrowia clade, only cautious inferences should be drawn when studying strains

showing greater diversity.
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Following species level identification of all the isolated hexadecane-assimilating yeast
strains, their distribution was studied in the examined foods, a remarkable proportion, 49%
belonged to the Yarrowia clade.
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MELLEKLETEK

M1. FELHASZNALT TAPKOZEGEK, OLDATOK OSSZETETELE

Az izolatumok fenntartasahoz hasznalt ferdeagar

2%-0s Malatakivonat agar (1 1)
Malatakivonat 209

Agar 259

Dusitashoz, izolalashoz felhasznalt tapkozegek

Glukoz-pepton-élesztokivonat agar (GPY, pH=7; 1 1)

Glukoz 209
Pepton 109
EleszetSkivonat 5¢

Agar 209

Madositott Yarrowia duasité leves (pH=3,5; 1 I)
Kalium-dihidrogén-foszfat 349
Yeast Nitrogen Base (Sigma, product no.:Y1250) 6,7 g
Foszforsav 3,5 pH eléréséig

Hexadekan 5ml
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Rose Bengal Chloramphenicol (RBC, product no.: 1.00.467, pH=7,2; 1 1)

RBC portéptalaj (MERCK) 32,29

Yarrowia dusito leves (pH=3,4-3,6; 1 1)

Yeast Carbon Base (Formedium, product no.: CYN0601) 6,7 g

Dinatrium-hidrogén-foszfat 9,142 ¢
Citromsav 13,026 g
Hexadekan 5ml

Fizioldgiai tesztekhez hasznalt tapkozegek

Yeast Carbon Base (nitrogénforras asszimilaciohoz, 1 1)

Yeast Carbon Base (Formedium, product no.: CYN0601) 11,7 g

Agar 209

Cikloheximid rezisztencia vizsgalatahoz hasznalt tapleves (1 1)

Yeast Nitrogen Base (Sigma, product no.:Y1250) 6,7 g

Glikéz 59

Cikloheximid 0,01 és 0,1 w/v végkoncentracioig
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Custers-féle CaCOs taptalaj (gliikdzbol vald savképzés vizsgalatara, 1 1)

Glikoz 50 g
Kalcium-karbonat 59
Elesztékivonat 5¢
Agar 209

Diazonium Blue B reagens (15 ml)
Diazonium Blue B s 15 mg

Tris-(hidroximetil)-aminometan puffer (0,25 M, pH=7) 15 ml

Ecetsavas (1%) taptalaj (ecetsavtiirés vizsgalatahoz, 100 ml)

Glikéz 10¢
Tripton 19
Elesztékivonat 19
Agar 24
Jégecet 1mil
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Nitrat agar (pH=6; 1 1)
Yeast Carbon Base (Formedium, product no.: CYN0O601) 1,69
Kalium-nitrat 149
Bromtimolkék (1,2%-os alkoholos oldat) 10 ml

Agar 209

Glukdz-pepton-élesztokivonat ferdeagar (GPY, 1 1)

Glikéz 20 ¢
Pepton 109
Eleszetékivonat 50

Agar 209

Keményité képzésének vizsgalatahoz hasznalt agar (1 1)

Gliikéz 10g

Yeast Nitrogen Base (Sigma, product no.:Y1250) 6,7 g

Agar 15¢

Keményité képzésének vizsgalatahoz hasznalt Lugol oldat (300 ml)

Jod 1lg

Kalium-jodat 290
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Szénhidraterjeszté leves (7 ml-enként adagolva, bele Durham-cs6; 1 1)

Tripton 50
Elesztkivonat 5¢
Szénhidréat 209

Bromtimolkék indikator (1,2%-o0s etanolos oldatbdl) 10 ml

Yeast Nitrogen Base (szénforras asszimilacidhoz, 1 1)

Yeast Nitrogen Base (Sigma, product no.:Y1250) 6,7 g

0,5 g gliikdzzal egyenértéki szénforras

Urea bontés vizsgélatdhoz hasznalt tapleves (pH=6,8; 1 1)

Elesztékivonat 0,19
Kalium-dihidrogén-foszfat 9,1¢g
Dinatrium-hidrogénfoszfat 9,5¢
Fenolvoros 0,01g
Urea 209

Vitaminmentes tapleves (1 1)

Vitamin-free Yeast Base (Difco, product no.: 621530) 16,7 g
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A Yarrowia csoport tagjainak élelmiszerek romlasahoz potencialisan hozzaajaruld

tulajdonsagainak teszteléséhez hasznalt tapkozegek

Fehérjebontas (zselatinfolyositas) vizsgalatahoz hasznalt tapleves (1 I)
Zselatin 100 g
Glikéz 59

Yeast Nitrogen Base (Sigma, product no.:Y1250) 6,7 g

Olivaolajos agar (zsirbontas vizsgalatahoz, 1 ) (Gorodkowa agar 5% olivaolajjal)

Gliikéz 1g¢
Néatrium-klorid 59
Pepton 109
Agar 209
Olivaolaj 50 ml

Yarrowia lipolytica differencialé taptalaj (pigmenttermelés vizsgalatahoz, pH=7,2; 1 1)

Pepton 59
Elesztékivonat 50
L-tirozin 1,819¢
MnSOy4 * 5H,0 0,151 g
Tejsav 4,504 g
Agar 259
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Sporaztatashoz hasznalt ferdeagarok

Acetat agar (Adams-féle élesztésporaztatashoz; 1 1)

Natrium-acetat 14 g
Glikéz 0,49
Agar 209

Burgonya-dextroz agar (PDA; 1 1)

Burgonyakivonat 300 g
Gliikéz 20g
Agar 159

Elesztékivonat-malatakivonat agar (YM; 1 1)

Elesztékivonat 30
Malatakivonat 30
Pepton 50
Glukoz 10¢g
Agar 209
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Elesztékivonat-szachar6z agar (YES; 1 1)

Elesztékivonat 209
Szacharoz 150 g
MgSO4*7H.0 059
Agar 209

Glukoz-pepton-élesztékivonat agar (GPY; 1 1)

Glikéz 20 ¢
Pepton 109
Elesztkivonat 50

Agar 209

Modositott gliikoz-pepton-élesztékivonat agar (GPYA; 1 1)

Glukoz 10g
Pepton 109
Elesztékivonat 30

Agar 209
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Nitrat agar (pH=6; 1 1)
Yeast Carbon Base (Formedium, product no.: CYN0O601) 1,69
Kalium-nitrat 149
Bromtimolkék (1,2%-os alkoholos oldat) 10 ml

Agar 209

Kukoricaliszt agar (CM; 1 1)

Kukoricaliszt 409

Agar 209

2 % malatakivonat agar (MEA; 1 1)

Malatakivonat 20 ¢

Agar 209

»Restricted Growth” agar (RG; 11)

Elesztékivonat 0,29
Pepton 02g
Glukoz 1lg

Agar 209
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V8 agar (pH=6,8; 700 ml)

Elesztékivonat 5¢
Desztillalt viz 350 ml
V8 1é 350 mi
Agar 149

““Spezieller N@hrstoffarmer Agar’” (SNA; 1 1)

KH2PO4 1g
KNO3 lg

MgSOg « 7H20 0549
KClI 059
Glikéz 0,29
Szachar6z 0,29
Agar 209

»Yeast-Carbon Base” agar (YCB; 1 1)

Yeast Carbon Base (Formedium, product no.: CYNO0601)

Agar 209
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,Yeast-Carbon Base” agar kiegészitve 0.01 % ammadnium-szulfattal (YCBAS; 1 1)

Yeast Carbon Base (Formedium, product no.: CYNO0601) 6,79
Ammonium-szulfat 0,19
Agar 209

Molekularis vizsgalatokhoz felhasznalt oldatok

Agaroz gél (125 ml)

Agaréz 18¢g

10 X Tris-Borsav-EDTA (TBE) puffer (1 1)

Tris base 108 g

Bdrsav 559

EDTA (0,5 M-o0s, pH=8,5 tdrzsoldatbdl) 7,44 g

Etidium-bromid torzsoldat (1ml)

Etidium-bromid 10,0 mg
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M2 ABRAJEGYZEK

1. dbra. A Y. lipolytica anyagcseréjének hatisa természetes eléfordulasara, az élelmiszerek
érésére €s romldsara. A ,>" (vizszintes ¢és fiiggéleges iranyban) nagyobb gyakorisagot,

legaldbbis kimutatdsadnak nagyobb gyakorisagat jelzi. Forras: Groenewald et al. 2013.

2. abra. A sejtmagi rDNS szakaszai. Az rRNS gének (rDNS) valamint az ITS és NTS szakaszok

egymashoz viszonyitott elhelyezkedése a riboszomalis géncsoportban (Deak 2008).

3. dbra. Mcllvaine puffert tartalmazo duasité taplevessel izolalt élesztégomba torzsek megoszlasa

hexadekan-asszimilald képességuk szerint (620 torzs)

4. &bra. Mcllvaine puffert tartalmazé dusitd taplevessel nyers husbol izolalt élesztégomba

torzsek megoszlasa hexadekan-asszimilald képességuk szerint (294 torzs)

5. abra. Mcllvaine puffert tartalmazé tartalmazo dusité taplevessel nyers tejbdl és
tejtermékekbdl izolalt dsszes élesztégomba torzs megoszlasa hexadekan-asszimilald képességik

szerint (326 torzs)

6. abra. Mcllvaine puffert tartalmazd dusitd taplevessel izolalt 6sszes hexadekan-pozitiv

¢lesztdgomba térzs megoszlasa aszerint, hogy a Yarrowia csoportba tartozik-e (256 torzs)

7. abra. Nyers huasbol Mcllvaine puffert tartalmazd tartalmazd disitd taplevessel izolalt
hexadekan-asszimilald élesztégomba torzsek megoszlasa aszerint, hogy a Yarrowia csoportba

tartoznak-e (159 torzs)

8. &bra. Nyers tejbdl és tejtermékekbdl Mcllvaine puffert tartalmazo dusitod taplevessel izolalt
hexadekan- asszimilald élesztégomba torzsek megoszlasa aszerint, hogy a Yarrowia csoportba

tartoznak-e (97 torzs)

9. &bra. A Yarrowia-dusito taplevesek 6sszehasonlitasahoz felhasznalt mintakbol izolalt 206

torzs megoszlasa

10. &bra. A Yarrowia-dusitd taplevesek 6sszehasonlitasahoz felhasznalt nyers hdsmintakbdl

Mcllvaine puffert tartalmaz6 dusito taplevessel izolalt 17 torzs megoszlasa

11. dbra. A Yarrowia-dusitd taplevesek Osszehasonlitasahoz felhasznalt nyers hdsmintakbol

foszfat puffert tartalmazé dusito taplevessel izolalt 11 térzs megoszlasa

12. abra. A Yarrowia-dusitd taplevesek 0©sszehasonlitasahoz felhasznalt tarémintakbol

Mcllvaine puffert tartalmazo dusito taplevessel izolalt 92 élesztdgomba térzs megoszlasa
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13. abra. A Yarrowia-dusito taplevesek 6sszehasonlitasahoz felhasznalt taromintakbol foszfat

puffert tartalmazo dusito taplevessel izolalt 86 élesztégomba térzs megoszlasa
14. dbra. Az 6sszes izolalt élesztégomba torzs megoszlasa

15. dbra. Nyers husbdl izolalt dsszes élesztdgomba torzs megoszlasa

16. bra. Tejtermékbdl izolalt dsszes élesztdgomba torzs megoszlasa

17. abra. Nyers tejbol izolalt 6sszes élesztdgomba torzs megoszlasa

18. dbra. Tarébdl izolalt 6sszes élesztégomba torzs megoszlasa

19. dbra. Sajtbdl izolalt dsszes élesztdgomba torzs megoszlasa

20. abra. A Yarrowia csoportba tartozo fajok tipustorzseib6l (GAC)s primer felhasznalasaval

felszaporitott DNS fragmentumok gélelektroforézissel nyert mintazata.

21. abra. A hét mikroszatellit csoportba tartozd torzsek és a Yarrowia csoport tipustorzseibol
(GAC)s primer felhasznélasaval felszaporitott DNS fragmentumok gélelektroforézissel nyert

mintazatai.

22. abra. A Yarrowia divulgata f.a. és néhany rokon faj elhelyezkedését bemutat6, azok ITS és
az LSU rRNS gén D1/D2 régidinak osszeillesztett szekvencidin alapulé maximum-parsimony

torzsfa. Lépték: 20 nukleotid szubsztiticid. Forras: Nagy et al. 2013.

23. dbra. Yarrowia divulgata f.a. F6-177 sarjadzd sejtjei 5%-0s malatakivonat agaron szaporitva

7 napig, 25 °C-on, lépték 10 um. Faziskontraszt mikroszkdpos felvétel. Forras: Nagy et al. 2013.

24. dbra. Yarrowia divulgata f.a. F6-17"T valddi- és alhifai kukoricaliszt agar targylemez-
tenyészetben 7 nap 25 °C-on torténd inkubacid utan, 1épték 10 um. Féaziskontraszt mikroszkopos

felvétel. Forras: Nagy et al. 2013.

25. &bra. Yarrowia porcina és néhany kozeli rokon faj (ITS) és az LSU rRNS gen D1/D2
régidinak dsszeillesztett szekvenciain alapulé parsimony network analizisének eredménye.
Minden 6sszekotd vonal egy szubsztiticiot jeldl, a kis kordk pedig egy-egy hianyzo kozbiilsé
szekvenciat. A téglalap az analizis altal 6siként azonositott szekvencidkat jeloli. Forras: Nagy et

al. 2014.

26. abra. A Yarrowia porcina és Yarrowia bubula, f.a. és rokon fajok elhelyezkedését
bemutatd, azok (ITS) és az LSU rRNS gén D1/D2 régidinak 0sszeillesztett szekvenciain alapuld

maximum-parsimony torzsfa. Lépték: 20 bazis szubsztitucid. Forras: Nagy et al. 2014.

155



DOI: 10.14267/phd.2015033

27. abra. (GTG)s primerrel valo sokszorositassal kapott fragmentek gélelektroforézisevel

eléallitott PCR ujjlenyomatok.

28. dbra. A Yarrowia porcina NCAIM Y.02100" sarjadzo sejtjei, 5% malata kivonat agaron, 3
nap, 25 °C-on tortént inkubacié utan, lépték 10 pum. Faziskontraszt mikroszképos felvétel.

Forras: Nagy et al. 2014.

29. abra. Az NCAIM Y.02100" és UFMG-RD131* Yarrowia porcina torzsek
aszkosporul&cidja, YES agaron, 25 °C-on, 7 nap utan. Lépték 10 um. A kép kozéps6 részén és
jobb szélén szerepld nyilak a tokanyagba agyazott, kiszabadult aszkospordkat mutatjak.

Faziskontraszt mikroszkopos felvétel. Forras: Nagy et al. 2014.

30. dbra. A Yarrowia bubula f.a. NCAIM Y.01998" sarjadz6 sejtjei, 5% malata kivonat agaron,
3 nap, 25 °C-on tortént inkubacio utan, lépték 10 um. Faziskontraszt mikroszképos felvétel.

Forras: Nagy et al. 2014.

31. abra. Néhany nyers husbdl izolalt Yarrowia csoportba tartozd torzsbél (GAC)s primer

felhasznélasaval felszaporitott DNS fragmentumok gélelektroforézissel nyert mintazata.

32. abra. Néhany nyers tejbdl és tejtermékekbdl izolalt torzsb6l (GAC)s primer felhasznalasaval

felszaporitott DNS fragmentumok gélelektroforézissel nyert mintazata.

33. abra. A nyers hasbol izolalt Yarrowia csoportba tartozo térzsek megoszlasa (135 torzs 66
mintabol)

34. &bra. A tejbdl és tejtermékekbdl Yarrowia csoporthoz tartoz6 térzsek megoszlasa (84 torzs
67 mintabol)

35. Abra. Az 06sszes izolalt Yarrowia csoportba tartozd térzs megoszlasa (219 torzs 133
mintabol)

36. dbra. Pigment termel6 képesség vizsgalatahoz negativ kontrolként hasznalt Saccharomyces
cerevisiae NCAIM Y.00801" torzs

37. &bra. C. alimentaria CBS 10151" pigment termelése

38. abra. C. galli NCAIM Y. 14827 pigment termelése

39. abra. C. hispaniensis NRRL4-5580" pigment termelése

40. &bra. C. hollandica CBS 4855 pigment termelése

41. &bra. C. oslonensis CBS 10146 pigment termelése

42. dbra. C. phangngensis CBS 104077 pigment termelése
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43. abra. Y. bubula NCAIM Y.01998T pigment termelése
44. abra. Y. deformans NCAIM Y.02005" pigment termelése
45. abra. Y. divulgata F6-17T pigment termelése

46. abra. Y. keelungensis CBS 11062" pigment termelése

47. abra. Y. lipolytica NCAIM Y.05917 pigment termelése
48. dbra. Y. porcina NCAIM Y.021007 pigment termelése
49.4bra. Y. yakushimensis JCM 127827 pigment termelése

50. abra. A zsirbontd képesség vizsgalatahoz negativ kontrolként hasznélt S. cerevisiae NCAIM
Y.00801T torzs

51. dbra. C. alimentaria CBS 101517 zsirbont6 képességének mértékét jelzd kék elszinezddés
52. dbra. C. galli NCAIM Y. 01482 zsirbont6 képességének mértékét jelzd kék elszinezddés
53. abra. C. hispaniensis NRRL4-5580" zsirbonté képességének mértékét jelzé kék elszinezédés
54. abra. C. hollandica CBS 4855 zsirbontd képességének mértékét jelzé kék elszinezddés

55. dbra. C. oslonensis CBS 101467 zsirbontd képességének mértékét jelzd kék elszinez8dés

56. abra. C. phangngensis CBS 104077 zsirbonté képességének mértékét jelzé kék elszinezddés
57. abra. Y. bubula NCAIM Y.01998" zsirbontd képességének mértékét jelzd kék elszinezédés

58. abra. Y. deformans NCAIM Y.02005" zsirbontd képességének mértékét jelzd kék

elszinezddés
59. dbra. Y. divulgata F6-177 zsirbont6 képességének mértékét jelzd kék elszinezddés
60. bra. Y. keelungensis CBS 110627 zsirbonto képességének mértékét jelzd kék elszinezddés

61. abra. Y. lipolytica NCAIM Y.005917 zsirbontd képességének mértékét jelzd kék

elszinezddés
62. abra. Y. porcina NCAIM Y.021007 zsirbonto képességének mértékét jelzd kék elszinezédés
63.abra. Y. yakushimensis JCM 12782 zsirbont6 képességének mértékét jelzd kék elszinezddés

64. abra. A Y. porcina tokanyagba agyazott aszkosporai szabadon és aszkuszban. Faziskontraszt

mikroszkopos felvétel.
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65. abra. Az NCAIM Y.02100"T és UFMG-RD131” Yarrowia porcina torzsek csirazo

aszkospodrja YES agaron, 25 °C-on, 143 nap utdn. Lépték 10 um. Faziskontraszt mikroszkdpos

felvétel. Forras: Nagy et al. 2014.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

abra

abra.
abra.
abra.
abra.
abra.
abra.
abra.
abra.

abra.

abra

. Hexadekan-pozitiv élesztdgombak megoszlasa a vizsgalt élelmiszerekben (394 torzs).
Hexadekan-pozitiv élesztégombak megoszlasa nyers htisban (179 torzs).
Hexadekan-pozitiv élesztégombak megoszlasa tejtermékekben (214 torzs).
Hexadekéan-pozitiv élesztégombak megoszlasa nyers tejben (43 torzs).
Hexadekan-pozitiv élesztégombak megoszlasa turéban (136 torzs).
Hexadekan-pozitiv élesztégombak megoszlasa sajtban (35 torzs).

Elesztégombak megoszlasa a vizsgalt élelmiszerekben (826 torzs).

Elesztégombak megoszlasa nyers hiisban (321 térzs).

Elesztdgombak megoszlasa tejtermékekben (505 torus).

Elesztégombak megoszlasa nyers tejben (218 torzs).

. Elesztégombak megoszlasa nyers tiroban (230 torzs).

77. dbra. Elesztégombak megoszlasa nyers sajtban (57 torzs).
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M3 TABLAZATJEGYZEK

1. tablazat. Felhasznalt élelmiszermintak és a beldliik izolalt, vizsgalt élesztégombak szama
2. tablazat. A Yarrowia csoportba tartozo vizsgalt referenciatdrzsek
3. tblazat. PCR-hez hasznalt primerek

4. tblazat. A Yarrowia csoport tagjainak nitrat asszimilacidjanak, glikoz erjesztésének és API
ID32C teszttel vizsgalhatd fiziologiai tulajdonsagainak dsszefoglalo tablazata (nem tartalmazza a

kutatas e szakaszaban még leiratlan fajokra vonatkozo adatokat)
5. tdblazat. A Yarrowia csoport fajainak fizioldgiai tulajdonsagai

6. tAblazat. A felhasznalt élelmiszermintakbol az 0j izolalasi médszerrel izolalt élesztégombak

szama

7. tdblazat. A Yarrowia-dusitd taplevesek dsszehasonlitasahoz felhasznalt nyers hdsmintakbol
Mcllvaine puffert (1. dusitd) és foszfat puffert (2. dusito) tartalmazo tapleves felhasznaldsaval

izolalt térzsek megoszlasa

8. tablazat. A Yarrowia-dusité taplevesek 6sszehasonlitasahoz felhasznalt taromintakbol
Mcllvaine puffert (1. dusito) és foszfat puffert (2. dusitd) tartalmazé tapleves felhasznalasaval

izolalt térzsek megoszlasa
9. tdblazat. Egyes €élelmiszercsoportokbol izolalt torzsek széma
10. tdblazat. Az egyes csoportokba sorolt torzsek szama

11. tdblazat. A Yarrowia divulgata f.a. leirdsdhoz figyelembe vett térzsek. Hullamos vonallal

jeldltem az altalam izol&lt torzset. Forras: Nagy et al. 2013.

12. tablazat. A Yarrowia csoport tipustorzseinek fehérjebontd-képessége
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Kdszonettel tartozok Dr. Dlauchy Deénesnek a molekuléris biologiai Kkisérletekben
nyujtott segitségéért, és, hogy tanacsaival, kifogyhatatlan oOtleteivel segitett a felmeriild
problémak megoldasaban, humoraval kénnyebbé tette az akadalyok lekiizdését.

Kdszonetemet szeretném Kkifejezni Lehoczkiné Dr. Tornai Juditnak, aki szintén
hozzajarult a képzés sikeres teljesitéséhez, sokat koszonhetek neki nem csak szakmai téren,
hanem az élet mas teriletein is. K&széndm az évek soran nyuljtott tamogatasat, segitséget.

Halas vagyok Karpati Erikdnak és Betéri Gyulané Katalinnak, akik technikai

segitségukkel hozzajarultak a kisérleteim elvégzéséhez.
Nagyon halas vagyok a Mez6gazdasagi €s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyljteménye
dolgozdinak tanacsaikért, biztatasukért, tlrelmikért, és, hogy gondolkodas nélkll segitséget
nyujtottak, barmir6l is volt szo. Széppé tették a naluk toltott éveket, mindig halaval és szeretettel
fogok rajuk gondolni.

Kdszonettel tartozom a Sor- és Szeszipari Tanszéknek, elsésorban Hegyesné Dr. Vecseri
Beata Dékan Asszonynak és Dr. Nguyen Duc Quang Professzor Urnak, amiért hozzajarultak,
hogy alkalmanként a képzeés lejarta utani idészakban is atmehessek a Torzsgylijteményhez, ezzel
lehetdvé téve kutatasom teljes lezarulasat.

Kdszonet Szollosi  Attilanak és doktorandusz tarsaimnak, akik otleteikkel,

véleményukkel segitettek a dolgozat elkészitésében.
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