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1 Bevezetés

Az élesztégombak megtalalhatoak az €16 és é€lettelen kdrnyezetben egyarant. Minden
rendelkezésre allo életteret meghoditottak. Eldfordulnak a talajban, az atmoszféraban,
a hidroszféraban, tagjai a filloszféra mikrobiomjanak, részei a szant6foldi mikrobilis
fontos elemei az ember alkotta mesterséges fermentacios rendszereknek (Johnson és
mtsai 2011, Buzzini és mtsai 2017).

A természetes és mesterségesen 1étrehozott mikrobidlis kozosségek tagjaiként nagy
figyelem iranyul a kiilonb6z6 mikrobiotakban betdltott szerepiikre (Stratford 2006).
Ez els6sorban annak koszonhetd, hogy az élesztégomba fajok és torzsek kozotti
kolesonhatasok befolyasolhatjdk a kozdsség populaciodinamikéjat. Az élelmiszerek
elkésziilésének folyamata soran példaul kiilonbozo élesztégombak szaporodnak fel
vagy szorulnak ki. Ilyen lancfolyamat all fenn a borok erjedése soran, a szalami és
kolbasztermékek gyartasakor, a sajtok érlelésében, kiillonbozé kenyerek vagy a kakad
folyamatban pedig karos lehet a termék mindségére (Romano és mtsai 2006, Viljoen
2006).

Ezen tilmenden az élesztdgombaknak nem csak a mezdgazdasigban vagy az
¢élelmiszeriparban jut szerep, egyes gombak el6fordulnak az allati és emberi
szervezetekben is. Fajtol és a korlilményektdl fiiggden lehetnek kedvezd hatastak az
emberi test szamara, de akar patogénné is valhatnak (pl. Candida és Cryptococcus
fajok) (Deak 2006, Cooper 2011, Johnson ¢és mtsai 2011, Inacio és mtsai 2017).
Manapsag az egészségiigy egyik fontos problémaja, hogy bizonyos gombak
tulszaporodhatnak a gyenge immunrendszerrel rendelkezd betegekben vagy
immunszuppresszalt személyekben. Mindezt gyakran sulyosbitja, hogy az altalanosan
hasznalt gombaellenes szerekkel szemben rezisztensekké valhatnak e karos gombék, s
ez nagyban hozzajarul a tulélésiikhoz és fertdzési képességiik sikeréhez (Pelletier és

mtsai 2005, Yang és mtsai 2009, Kothavade és mtsai 2010, Zuza-Alves és mtsai
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2017). Ennek kovetkeztében egyre siirgetdbb 1 gatlo szerek megtalalasa ezekkel a
betegségekkel Osszefliggd gombak ellen. Kiilonbozé kutatasok iranyulnak olyan
bioaktiv szerek megtalalasara, amelyek gatolhatjak e korokoz6 gombak sejtosztodasat
vagy hifas novekedésiiket (Agarwal és mtsai 2008, Pietrella és mtsai 2011). A
vizsgalatok tobbnyire 1j szintetikus hatdanyagok vagy természetes szerek, mint
példéaul antimikotikus névényi olajok tesztelésére irdnyulnak (Agarwal és mtsai 2008,
Pietrella és mtsai 2011). Emellett a gomba rezisztencia problémajanak megoldasara
tovabbi lehetdség lehet a biokontroll képességgel rendelkezd élesztdgombak vagy
ezen ¢lesztdgombak altal eldallitott gombaellenes szerek vizsgalata és alkalmazasa is.

Az antagonista hatassal rendelkezé bioprotekciora alkalmas élesztégombakat
alkalmazzak példaul mez6gazdasagi karokat okozo patogénekkel szemben.
Sokoldalusaguknak  koszonhetéen  kivald  biokontroll — 4gens  jeldltek a
novényvédelemben (Loper és mtsai 2007). Az alkalmazasukkal jelentdsen
csokkenthetd lenne kornyezetiink szintetikus vegyszerekkel torténd terhelése is.
Ugyanakkor a természetbarat biokontroll élesztégombak elterjedését és alkalmazasat
neheziti, hogy a hatékonysagukat kiilonbozé kornyezeti tényezok befolyasolhatjak,
ami antagonista teljesitményiik csokkenéséhez vezet. Egy biokontroll agensnek
ugyanis képesnek kell lennie talélni, miikodni és magas csiraszamban fennmaradni
abban a koOzOsségben és kornyezetben, melyet a mezdgazdasagi korokozok is
kedvelnek. A homérséklet, a vizaktivitas, a pH, a ndvényvédd szerek/ gombadld
szerek, fém-/nehézfémionok és mas antagonista mikroorganizmusok jelenléte az
legfontosabb tényezok, amelyek befolyasoljak a biokontrollként alkalmazni kivant faj
tulélését és mitkodését (Kredics és mtsai 2003, Compant és mtsai 2010, Ghorbanpour
és mtsai 2018).

Szerencsére a biokontroll agensek valtozékonysaga egy olyan probléma, ami részben
lekiizdhet6 példaul az élesztégombak alkalmazasanak alternativ modszerekkel torténd
kombinalasaval, antagonista hatasukat fokozo6 tapanyagok alkalmazasaval, kiilonb6z6

élesztbgombak  keverékeinek  hasznalatdval, a  biokontroll = mechanizmus
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manipulalasaval, fermentacios koriilmények optimalizalasaval. A hatékony ¢és
stressztolerans élesztégomba biomassza eldallitasa érdekében, az ¢élesztdgomba
amelyek lehetdvé teszik az élesztégomba gyors alkalmazisat és metabolikus
aktivitasuk regeneralodasat az alkalmazasuk soran (Jones és Prusky 2002, Janisiewicz
és mtsai 2008).

Mindezen biokontroll képességet stabilizalo és javitdé megoldasok kifejlesztéséhez
azonban alapos kutatasra van sziikség. Fel kell tarnunk a mikrobak kozotti
kolcsonhatasokat, jellemzoiket, hiszen e kapcsolatok sokfélesége és a komplexitasa
még csak most kezd a felszinre keriilni (Fleet 2003b, Deak 2006, Viljoen 2006,
Buzzini és mtsai 2017). Az élesztogomba-élesztégomba kolcsonhatasok egy
kozosségben igen Osszetettek, ennek megértéséhez még tobb természetkozeli
allapotokat imital6 tanulmany sziikséges.

2 Célkitiizések

Tanszékiink gytijteménye kivald lehetdséget nyujt a kiillonbdzo élesztdégomba fajok
antagonista hatasanak tanulmanyozéasara, mivel a vildg minden tdjar6l szarmazo
izolatumokkal rendelkeziink. A torzsgyljteményben tobb még leiratlan, illetve
nemrégiben leirt, de kevésbé tanulmanyozott élesztégomba is megtalalhatd. A
gyljteménynek koszonhetéen lehetdségiink nyilt olyan teriiletekrél szarmazo
iztolatumokat is tanulmanyozni, melyek mikroba kdzosségérdl még viszonylag kevés
informacionk van. A tropusi orszagokbdl a mai napig kevés mikroorganizmus kertil
nemzetkozi torzsgylijteményekbe (http://gcm.wfcc.info/, Robert és mtsai 2006, Wu és
mtsai 2013, Groenewald és mtsai 2017).

A munkink sordn célunk volt antagonista hatassal rendelkezd ¢élesztégomba
izolatumok felkutatasa, azok identifikaldsa, az izoldtumok fonalas gombakkal
Szembeni antagonista hatdsmechanizmusanak tanulméanyozasa, valamint a
gyijteményben megtalalhato, természetbdl izolalt élesztégombak egymasra gyakorolt

hatasanak vizsgalata.



3 Moédszerek és kivitelezés

3.1 Taxono6miai vizsgalatok

Az asszimilacidos és szaporodasi tesztek soran egy éjszakas, 28 °C-on YPL
tapfolyadékban inkubalt élesztdgomba tenyészetbdl desztillalt vizzel szuszpenzidkat
készitettiink. A szuszpendalt sejteket kiillonbdzd szén-, €s nitrogénforrast tartalmazo
taptalajra helyeztiik. A vizsgalathoz YNBA taptalajt hasznaltunk fel, melyben a
gliikozt kiilonbozd szén- és nitrogénforrasokat alkalmaztunk.

A genomi DNS kivonasa a sejtekbél Hoffman és Winston (1987) leirasa alapjan
tortént. A kisérlet soran a kovetkezé PCR reakcidelegyet mértitk ossze: 34 ul sziirt
(MilliporeQ) viz; 0,6 ul MgCl, (25 mM); 10 ul GoTaq puffer 10x; 1 pl ANTP mix (5
mM), 1,5-1,5 ul forward és reverse primer (0,5 uM); 0,4 ul GoTaq Polymerase enzim
(5 w/ul). A reakcidelegyhez 1,0 pl (100 mM) genomialis DNS-t adtunk. A reakcid
paraméterei: ITS1-5.8S-1TS2 PCR: 94 °C 2 p, majd 30 cikluson at: 94 °C 30 mp, 55 °C
30 mp, 72 °C 1 p; és a 30 ciklust kovetden: 72 °C 5 p, majd 4 °C oo. Alkalmazott
primerek: ITS1 és ITS 4 (White és mtsai 1990).

Az amplifikalt ITS1-5.8S-ITS2 kodold régio klonozasahoz CloneJET PCR Cloning
kit-et hasznaltuk (Thermo Scientific, #K1232). A klénozast a gyartd utasitisainak
megfelelden hajtottuk végre tisztitott PCR termékbdl kiindulva.

Azt a szekvenciat hasznaltuk fel az ITS szegmensek kereséséhez a M. fructicola
genomban (ANFWO00000000.2, NCBI Genome database), melyet tobb klonban is
megtalaltunk  (Ifrb17). Minden  genomialis  ITS1-5.8S-1TS2 szakaszt
Osszehasonlitottunk egymassal és a klonozott szekvenciakkal a bl2seq alkalmazassal.
Az ITS1 és ITS4 (White és mtsai 1990) primereket felhasznalva amplifikaltuk az
ITS1-5.8S-ITS2 kddold régidt. A szakaszok szekvencia meghatarozasa két iranybol
tortént. A PCR termékek szekvencia eredményeinek kiértékeléséhez a National Center
for Biotechnology Information adatbazis BLAST szolgaltatasat hasznaltuk fel. A
paronkénti illesztéshez a NCBI bl2seq valamint az EMBOSS Needle programjat

hasznaltuk.



A filogenetikai analizishez t6bbszords szekvencia illesztés sziikséges, ezt a MEGA X
10.0.2. szoftver (Kumar és mtsai 2018) beépitett Clustal W (Thompson és mtsai 1994)
algoritmusaval végeztiink el. Majd a szekvencidk végein taldlhatdé szekvendlasi
hibabdl ad6dd bizonytalan nukleotidokat a TrimAlI v.1.3 program (Capella-Gutiérrez
és mtsai 2009) segitségével tavolitottuk el. A trimmelt szekvencidkkal dolgoztunk a
haldzat elemzés soran. Valamint a trimmelt szekvenciakkal ujbol illesztést hajtottunk
végre a korabban leirt modon. Majd ezt az illesztést hasznaltuk fel a torzsfa
generalasara.

A 3.1.7. pontban leirt tobbszords szekvencia illesztést kovetden a PopART (Leigh és
Bryant 2015) szoftvert alkalmazva hoztuk 1étre a haplotipus halézatot. A haplotipusok
kozotti filogeografiai viszonyt Median Joining alapu haldzat-épitéssel tartuk fel
(Bandelt és mtsai 1999).

A Maximum Likelihood filogenetikai torzsfat az 1Q tree online feliiletét hasznalva
generaltuk a kovetkezO paraméterekkel: Szubsztiticids modell: automatikus
modellkeresd. A kapott torzsfa megbizhatdsagat bootstrap analizissel teszteltiik
(Bootstrap replikaciok szama: 1000). A kapott torzsfa végleges valtozatat az iTOL
online feliileten hoztuk 1étre.

A MEGA X 10.0.2. szoftver (Kumar és mtsai 2018) beépitett Clustal W (Thompson és
mtsai 1994) algoritmusaval fentebb leirt modon elvégzett tobbszords illesztésektdl a
SplitsTree4 V4.12.8 csomaggal (Bryant és Moulton 2004) neighbor-net splits
halézatokat hoztunk 1étre.

A kiilonboz6 aminosavakra auxotréf mutansokat az egy éjszakan at 28 °C-on YEL
tapfolyadékban el6tenyésztett sejtekb6l UV sugarzassal (Sipiczki és Ferenczy 1978)
vagy N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidin (MNNG) altal hoztuk 1étre. A keresztezni
kivant izolatumokat komplett YPA taptalajra oltottuk hosszu csik formajaban, a telep
megjelenését kovetden két eltérd fajbol szarmazo kiilonbozoé auxotrofiaval rendelkezo
torzset, aminosavat nem tartalmaz6 minimal taptalajra replikaztunk oly modon, hogy

azok keresztezzék egymast. Amennyiben hibridizacio tortént a két kiilonb6z6 auxotrof
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markerrel rendelkezé sejtek kozott, a keresztezési pontban prototrof telepek jelentek
meg, melyek képesek voltak elallitani a sziikséges aminosavakat.

3.2 Antagonizmus vizsgalat in vitro petri-csészéken

Az élesztégomba torzseket egy napig 28 °C-on YPL tapfolyadékban, mig a Botrytis
cinerea fonalas gombat 1 hétig 22 °C-on YM tapfolyadékban inkubaltuk vizes
razatoban. Tobbféle taptalajon is elvégeztiik a kisérleteket: YPA, PDA, EMMA. Az
élesztégombakbol szuszpenzidt (ODsg=0,2) készitettiink, melybdl kivettiink 0,4 ml-t
€s ebbdl pazsitot Ontottiink a kiilonbozo taptalajt tartalmazd Petri-csészékre. A B.
cinerea telepekbdl egy keveset dérzsmozsarban homogenizaltunk, majd desztillalt
vizzel hig szuszpenzidt készitettiink. Az igy kapott szuszpenzid 0,4 ml-ébdl szintén
pazsitot ontottiink. Szaradas utan az élesztogombakbdl vonaltenyészetet készitettiink.
Majd a B. cinerea fonalas gombaval szembeni kisérleteinkben a petri-csészéket
szobahOmérsékleten inkubaltuk hét napon keresztiil. Az élesztdgomba-élesztgomba
kolesonhatas vizsgalatakor szintén 7 napon keresztiil inkubaltuk a csészéket 22 °C; 25
°C; 30 °C és 37 °C-on. A lemezek kiértékelését szemrevételezéssel végeztiik, mely
alapjan a vizsgalt élesztégomba torzseket csoportokra osztottuk.

3.3 Metschnikowia izolatumok pulcherrimin termelésének vizsgalata

Alkalmazott tapkozegek: YEA, YPA, PEA, PDA, SMA taptalajok, valamint e
taptalajok kiegészitése FeCls-oldattal oly modon, hogy a taptalajok végsé FeCls
tartalma 0,005 mg/ml és 0,01 mg/ml legyen. A kisérletek soran minden esetben 28 °C-
on YPL folyadékban egy éjszakan at vizfiirdében inkubalt elétenyészettel dolgoztunk
tovabb. Friss tenyészetet hasznalva 15-15 pl élesztégomba szuszpenzidt (ODsgo=1,0)
juttattunk az alkalmazott taptalajok felszinére, majd szobahémérsékleten inkubaltuk a
petri-csészéket.

A szénforrasok hatdsanak tesztelésekor desztillalt vizzel élesztégomba szuszpenzidkat
készitettiink (1x10° sejt/ml). A szuszpendalt sejteket kiilonbdzd szénforrast tartalmazd
taptalajra helyeztiik, mindegyik mintabol 10 pl-es cseppet pipettaztunk a taptalajokra.

A vizsgalathoz SMA taptalajt hasznaltunk fel, melyben a gliikézt kiilonbdzo
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szénforrasokra cseréltik le. Majd megfigyeltiik, hogy az élesztégombak
pigmenttermelése hogyan valtozik a kiilonb6z6 szénforrasok hatasara.

A pH, valamint a hdmérséklet pigmenttermelésre tett befolyasat elsé 1épésként szilard
PDA téptalajon teszteltiik, melynek soran a taptalajok pH-ja kiilonb6z6 értékekre lett
allitva (pH= 5, 6, 7), 15-15 pl-t pipettaztunk a Metschnikowia tenyészetekb6l (ODsgo=
1,0), majd a petri-csészéket 25 °C, 30 °C és 37 °C-on inkubaltuk. A M. andauensis-t
PDB folyadékot (kiegészitve FeClz-oldattal (0,01 mg/ml)) tartalmaz6 Erlenmeyer-
lombikokban tenyésztettiik, melyeknek pH-ja a kovetkezd értékekre lett allitva: 4,8;
5,0; 6,0; 6,5 ill. 7,0. Az ily modon 1étrehozott tenyészeteket 24 °C, 25 °C, 30 °C és 37
°C-on (100 rpm) inkubaltuk harom napon keresztiil razatdban. Az inkubalas soran 250
pl FeClz-oldatot (10 mg/ml) adagoltunk a tenyészetekhez a kisérlet masodik és
harmadik napjan azért, hogy a szinintenzitast noveljik. A tenyészetek kémhatasat
naponta ellendriztiik pH papirral.

A CuSOq4 hatasanak tesztelése soran minden esetben 28 °C-on YPL folyadékban egy
¢éjszakan at vizfiirdében inkubalt tenyészettel dolgoztunk. Friss tenyészetet hasznalva
15-15ul  élesztbgomba  szuszpenziot  (ODsg=1,0) juttattunk  kilonb6zo
koncentracioban CuSOs-oldatot tartalmazé SMA taptalajok felszinére, majd
szobahémérsékleten inkubaltuk a petri-csészéket. A CuSOs hatisat FeCls-oldat
jelenlétében is megvizsgaltuk, ebben az esetben a CuSO4 mellett FeCls-oldatot is
adagoltunk az SMA taptalajhoz (SMA + CuSO4 0,05 mg/ml + FeClz 0,05 mg/ml).



4. Eredmények és értékelésiik

4.1 Elesztégomba izolitumok antagonista hatisanak tanulmanyozasa Botrytis
cinerea fonalas gombaval szemben

A torzsgyljteményiinkben megtalalhat6 tobb mint 80, a vildg minden tajarél szarmazd
élesztbgomba torzs antagonista hatasinak tesztelését végeztikk el a postharvest
patogén Botrytis cinerea fonalas gombaval szemben. A célunk az volt, hogy olyan
¢lesztégombat talaljunk, mely akadalyozza a fonalas gomba terjedését.

A legtdbb izolatum mar a kisérlet kezdeti szakaszaban sem tudta felvenni a versenyt a
B. cinerea-val szemben. Azonban példaul a Hanseniaspora thailandica és a
Wickerhamomyces anomalus izolatumok kis mértékben gatoltak a fonalas gomba
terjedését a taptalajon. A leghatékonyabbnak a pigmentet termel6 Metschnikowia
torzsek bizonyultak. Az izolatumok koriil teljesen feltisztult gatlé zona alakult ki. A
fajcsoport tobb képviseldjérdl jelentették mar korabban B. cinerea elleni antagonista
hatésat, mint példaul a Metschikowia pulcherrima, M. fructicola, M. andauensis vagy
a M. sinensis (pl. Sipiczki 2006, Karabulut és mtsai 2005, Manso és Nunes 2011,
Pawlikowska és mtsai 2019). Mi megallapitottuk, hogy a vizsgalt M. ziziphicola, M.
shanxiensis torzsek, valamint tovabbi harom pigmentet termelé Metschnikowia
nemzetséghez tartoz6 izolatum is alkalmas lehet biokontrollra e fonalas gombaval
szemben.

4.2 Taxonomiai vizsgalatok

A bioprotekciora alkalmas, almardl izolalt pigmenttermeld Metschnikowia
izolatumaink azonositasakor vildgossa valt, hogy ezeket az ¢élesztégombakat a
hagyomanyos asszimilacios és szaporodasi tesztekkel nem tudjuk faji szinten
azonositani a tipustorzsek kozotti tal nagy hasonldsadg miatt. Sipiczki és munkatarsai
2013-as cikkiikben pedig kimutattdk, hogy a M. andauensis és M. fructicola
tipustérzsek rRNS génjének nagy alegységét (26S) kodold szakaszanak D1/D2

doménje nagyon heterogén ennél fogva nem alkalmas a két faj megkiilonboztetésére.
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A mi eredményeink azt mutatjak, hogy nem csak a cikkben emlitett két faj esetében
mutathato ki ez a jelenség, hanem a fajcsoport tobb tagjara is jellemz6. Tehat nem ez a
megfeleld régié arra, hogy az ismeretlen izolatumainkat faji szinten azonositsuk. Es
egyben azt is jelentheti, hogy a fajcsoport tagjainak elkiilonitése e taxonomiai bélyeg
alapjan igencsak nehézkes. Figyelmiink igy az ITS (Internal Transcribed Spacer) régid
tanulmanyozasara iranyult, mely DNS szakaszt a riboszomalis nagy alegység mellett
szintén hasznaljak a genetikai tavolsagok meghatarozasara a tomlésgombaknal
(Seifert 2009, Del-Prado és mtsai 2010, Hyde és mtsai 2020).

Ugy talaltuk, hogy a két fajnal a D1/D2 doménhez hasonléan az ITS1-5.8S-1TS2
régidban is vannak kétes nukleotidok a genombol kozvetlen szekvenalassal kapott
szekvencidkban. Azért, hogy a kétes nukleotidokbdl ad6dd problémat megoldjuk a
genombol amplifikalt DNS szakaszokat klonoztuk, majd egyesével meghataroztuk
azok nukleotid sorrendjét. Mindegyik M. andauensis és a legtobb M. fructicola klon
egyedi szekvenciaval rendelkezett. Ez a polimorfizmus nem tulajdonithatd
szekvenalasi hibanak, mivel a variabilis poziciok nem random modon elszdrtan
helyezkednek el a klonokban. A M. fructicola tipustorzsébdl szarmazd klonozott
szekvenciadkat a nyers genom szekvenciaval (Hershkovitz és mtsai 2013) sszevetve
tovabbi véltozatokat is talalunk. Ugy tiinik, hogy az riboszomalis RNS-t kodolo DNS
egységek ot kiilonboz6 helyen szétszortan helyezkednek el a genomban, de azt meg
kell jegyezni, hogy a genom (Hershkovitz és mtsai 2013) nincs teljesen Osszeallitva,
igy a riboszomalis RNS-t kodolo 1okuszok tényleges szama lehet akar sokkal nagyobb
is.

Eredményeink azért is meglepdek, mert mas részletesen tanulmanyozott élesztdgomba
fajoknal a riboszémalis RNS-t kodolo DNS egységek nagy folyamatos tombokbe
rendezédnek ¢és genomok kozotti polimorfizmus nagyon alacsony. Ez a
homogenizacionak vagy az Osszehangolt evolicionak kdszonhetd. Az Osszehangolt
evolucio soran az rRNS egységek ,horizontalisan” fejlddnek, ami azt jelenti, hogy az

egyik egységben keletkezett nem karos mutaciok szétterjednek az 0Osszes tobbi
9



egységben. Ennek eredményeképpen a riboszomalis RNS-t kodoldé DNS egységek
nem egymastol fiiggetleniil fejlddnek (pl. Ganley és Kobayashi 2007). Ez a jelenség
kapcsolatban lehet azzal, hogy a sejtosztédas soran, amikor a testvér kromoszémak
egymasmellé rendezddnek egyenldtlen rekombindcié johet 1étre, melynek
kovetkeztében riboszomalis RNS-t kddold DNS egységek cseréldodhetnek ki vagy
veszhetnek el (Eickbush és Eickbush 2007, Kobayashi 2008).  Szamitogépes
modellezéssel kimutattak, hogy a homogenizacié csdkkenti a mutacios terhelést (Ohta
1989). A M. fructicola-ban az rRNS szétszortan helyezkedik el, igy az elkiiloniilt
rovidebb ismétlédések ¢és kilonallo kopidk fizikailag lehetetlenné teszik a
homogenizaciot.

Az M. fructicola tipustdrzs genomszekvenciajanak elemzésével azt is kimutattuk,
hogy e faj riboszomalis RNS-t kédolé DNS-e tdredezett/fragmentalt, pszeudogéneket
tartalmaz, és igy a sziiletés-halalozas (birth-and-death) mechanizmus altal alakul, nem
pedig homogenizacioval, ami az ¢élesztégombaknal szokatlan. A gombdaknal a
sziiletés-halal evolaciés mechanizmust eddig csak az 5S gének esetében
tanulmanyoztak (Rooney és Ward 2005).

Ezek az eredmények felvetik annak a lehetéségét, hogy a pulcherrimin termel6 fajok
kozotti izolaciés hatar nem teljes és a fajok képesek hibridizalni egymassal. Ezt
tamasztotta ala az is, hogy a kiilonb6z6 Metschnikowia fajokbodl izolalt auxotro6f
mutansok keresztezésekor kapatunk prototrof telepeket. Azaz a fajcsoport vizsgalt
tagjai (M. andauensis, M. fructicola, M. pulcherrima, M. sinensis, M. ziziphicola, M.
shanxiensis) képesek egymassal hibridizalni, ami altal lehet6ség adodik az elagazott
fajok (riboszomalis RNS-t kodold DNS sorozatok) ujratalalkozasara.

4.3 Metschnikowia izolatumok pulcherrimin termelésének vizsgalata

Az antagonista tesztekben teljesen feltisztult gatld zonat a pulcherrimin pigmentet
termeld élesztdgombak koriil figyeltink meg, ezért e csoport tagjait valasztottuk ki
tovabbi elemzésre. A Metschnikowia élesztdgombak némelyike pigmentet termel,

mely altal képes a postharvest patogén fonalasgombak 4altal okozott rothadas
10



késleltetésére a lesziiretelt gyiimolcsokon. Mivel a folyamatban a pulcherrimin
kulcsfontossagu, hiszen a pigmentet nem termelé mutansoknak gatloképessége
megszinik (Sipiczki 2006), munkdnk soran leginkdbb a pigment termel6dését
befolyasold tenyésztési tényez6k tanulmanyozasara fokuszaltunk.

Az ¢lesztdgomba antagonista mikroorganizmusként vald alkalmazidsa esetén a
természetben torténd thlélése szempontjabol fontos, hogy milyen tapanyagokkal
egylitt kerlil kereskedelmi forgalomba. Ez ugyanis komolyan befolyasolhatja
antagonista mechanizmusanak kifejez6dését is (Raspor és mtsai 2010, Spadaro és
mtsai 2010ab). Ezért fontos, hogy megfelelé korilményeket biztositsunk az
alkalmazott biokontroll agensnek. A Metschnikowia élesztégombak antagonista
hatasmechanizmusa legfoképpen a pulcherrimin termelésének koszonheté. Ezért fel
kell térképezni, hogy az egyes tapanyag forrasok milyen hatassal vannak a pigment
képzddésére.

A M. andauensis vizsgalatakor a kiilonboz6 0Osszetételli taptalajok kozil a
legintenzivebb pigment képzddést komplett taptalajokon figyeltilk meg, mint példaul a
YPA, a legkisebb mértékii pirosodast pedig minimal taptalajokon tapasztaltuk. Ezért
felmeriilt a gondolat, hogy a tapkozegekben alkalmazott szén- és nitrogénforrasok
befolyasolhatjak a pigment termelését. Mint ahogyan ezt a festékiparban nagyon
fontos Monascus purpureus esetében is megfigyelték a kutatok. Subhasree (2011) és
munkatarsai a szamos kiprobalt szénforrds koziil a maximalis pigmenttermelést
fruktozzal kiegészitett tapkdzegben érték el.

A vizsgalt szénhidrat forrasok mellett jol szaporodott a M. andauensis, és a legtobb
esetben eltéré mértékben ugyan, de pigmenttermelés is tapasztalhatod volt (pl. glikoz,
fruktoz, szacharéz vagy a galaktoz). E szénhidrat forrasok koziil ki lehet emelni a
szacharozt, mint potencialis adalékanyagot az antagonista ¢lesztdgomba fitnesszének
novelésére az alkalmazasat megeldzden, mellyel elGsegithetd a talélése a
természetben, ¢és a leszedett gyiimolesok tarolasi koriilményei alatt. Ezt tdmasztja ala,

az is, hogy Manso és Nunes (2014) a M. andauensis vizsgélatakor Gigy tapasztaltak, a
11



legnagyobb biomassza, a glikozzal és fruktézzal Osszehasonlitva, a szachardz
jelenlétében alakul ki.

Ha 6sszevetjiik ezen eredményeket a szénhidrat forrasok Metschnikowia izolatumok
antagonizmusara gyakorolt hatasaval lathatjuk, hogy a nagy méretii gatld zona alakult
ki a szachardz tartalmt taptalajon a tesztelt ¢lesztdgombak koriil. Ez szerencsésnek
mondhatd, mivel a szachar6éz mas kereskedelemben kaphatd szénforrashoz hasonlitva
olcsé alapanyagnak szamit. Ezen feliil altaldban rendelkezésre all, mivel gyakori
¢lelmiszeripari melléktermék (Manso és Nunes, 2014).

A pH és hémérséklet hatasanak vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy az alacsony pH
nem kedvez az eléanyag diffundaldsanak, mig ahogy emelkedik az érték annal
kiterjedtebb a pigmentalt zona mérete. Roberts (1946) megallapitotta, hogy a tapkodzeg
a pH-janak emelésével kevesebb vas-ion érhetd el az élesztdgomba szamara és ennek
koszonhetd, hogy az altaluk tanulmanyozott Metschnikowia pulcherrima kolonidk
emelkedésével, valamint forditottan aranyos a méretével. Az el6anyagnak messzebbre
kell vandorolnia a magasabb pH-ju taptalajban azért, hogy elegendé mennyiségii vas-
ionnal taladlkozhasson, és a pigment kialakitdsa révén immobilissa valjon. A
pigmentalt teriilet és a gatldo zona hatara egybeesik, tehat az élesztégomba antagonista
hatékonysaga csokkenhet, ha példaul sériil a gylimoles felszine, mivel ebben az
esetben alacsony pH-ju kézegbe keriil.

Amennyiben az antagonista élesztogombakat a természetben is szeretnénk alkalmazni
tudnunk kell, hogy a kozeg kémhatasa mellett a hémérséklet milyen hatassal van a
pigmenttermelésre. Megfigyeltiik, hogy magasabb homérséklet nem kedvez az
eldanyag terjedésének a taptalajban. A pigmentalt teriilet mérete a hémérséklet
emelkedésével forditottan aranyos. A magasabb hémérséklet tehat szintén negativ
hatassal lehet a szoban forgo élesztdgombak antagonista hatasanak kifejezédésére.

A réz és kén alapu gombadloszereket mar évszazadok ota hasznalnak a gylilmdlcsok

¢és zoldségek védelmében (Grangeteau és mtsai 2017). A réz-szulfat a f6 dsszetevdje a
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Bordoi lének, mely Magyarorszagon is engedélyezett gombadld szer az
okogazdalkodasban. A vizsgalatainkbol kideriil, hogy az alkalmazott mennyiségtol
fiiggben a réz jelenléte csokkentheti, vagy akar meg is akadalyozhatja a pigmentalt
zona kialakuldsat, ezaltal in vitro semlegesitheti az élesztégomba antagonista hatasat.
A nehézfém vegyiletek, ha a thlzottan nagy koncentracidoban vannak jelen,
morfolégiai valtozasokat idézhetnek eld (Fomina és mtsi. 2000), a fiziologiai
tulajdonsagokra is hatassal lehetnek, példaul gatoljak Geotrichum candidum amilaz-
termelését (Falih 1998) vagy fokozzak a melanin akkumulaciot egyes fonalas
gombakban (Caesar-Tonthat és mtsai 1995). Eppen ezért elképzelhetd, hogy a réz-ion
megakadalyozza az elGanyag képzOdését vagy megzavarja a komplex képzodést.
Bizonyos fémionok képesek a fehérjék térszerkezetének modositasara azaltal, hogy a
megfeleld kofaktor helyett kotddnek a molekuldhoz (Lemire és mtsai 2013).
Lehetséges, hogy ebben az esetben is egy ehhez hasonldé mechanizmus jatszodik le.
4.4 Elesztégombak egymasra gyakorolt hatasanak vizsgalata

A kisérleteink soran kiilonb6z6 novények felszinérél gyijtott élesztégombak
egymasra gyakorolt hatasat is teszteltiik. Megfigyeléseink szerint az élesztégombak
kozott fellépd antagonista hatas megnyilvanulasa fiigghet bizonyos kiilsé kornyezeti
tényezoktdl, tobbek kozott a tapkozeg Osszetételétdl. Emellett az inkubaciods
hémérséklet és a kdzeg pH-ja is er6sen befolyasolhatja a gatldo zonak megjelenését.

Az élesztégombak kozotti kolcsonhatas meglehetdsen Osszetett folyamat, az is
el6fordul, hogy bizonyos fajok stimulalhatjdk mas élesztégombak szaporodasat. Ezt
alatamasztjak Sipiczki adatai is, aki bizonyos fajoknal intenzivebb szaporodast figyelt
meg a Metschnikowia pulcherrima és a Pichia scaptomyzae szinergista hatasanak
vizsgalata soran a Torulaspora delbrueckii pazsiton (Sipiczki 2016). Meglehet, hogy
bizonyos parositasokban az élesztdgombak kielégitik egymas tdpanyag igényeit, de a
serkentd hatas oka lehet akar az élesztdgombak autolizise is. Egy tanulmanyban az n-
alkanokbol nyert egysejt fehérjék eldallitdisa soran élesztégomba keverékeket

alkalmaztak. A folyamatban résztvevé élesztdgombak biztositottak egymas vitamin
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igényét, igy a vitaminokat nem volt sziikséges mesterségesen a kdzegbe juttatni. Az
¢lesztégombak autolizisének tehat felbecsiilhetetlen a szerepe, mivel az ilyen indirekt
kolesonhatasok kovetkeztében felszabadulnak olyan aminosavak, vitaminok, melyek
serkentik az élesztégomba k6zosség tobbi tagjanak szaporodasat (Fleet 2001).

Az antagonista ¢élesztogombakat foként gyiimoles- €s zoldségfélék betakaritas utani
kérokozoival szemben vizsgaltak (Wilson és mtsai 1991, Chan és Tian 2005, Heydari
¢és Pessarakli 2010, Liu és mtsai 2013, Zhimo és mtsai 2017, Hashem és mtsai 2014),
és csak kevés adat utal arra, hogy az élesztégombak a human betegségekhez
kapcsolodo gombakat is gatolhatjak (pl. Tiirkel és Ener 2009, Csutak és mtsai 2013,
Sisti és Savini 2014, Robledo-Leal és mtsai 2018). Nem albicans Candida vagy mas
nem Candida fajokat, példaul a Naganishia albida-t gyakran izolaljak a korhazi
ellatasban részesiil paciensekbdl (Lee és mtsai 2004, Pelletier és mtsai 2005, Pfaller
és mtsai 2008, Yang és mtsai 2009, Kothavade és mtsai 2010, Al-Sweih és mtsai
2011, Cordero-Bueso és mtsai 2014, Vivas és mtsai 2016, Nagarathnamma és mtsai
2017, Gharehbolagh és mtsai 2017, Vaezi ¢s mtsai 2017, Zuza-Alves és mtsai 2017,
Tashiro és mtsai 2018). Az egészségiigyi szektor egyik f6 problémaja, hogy ezek a
fajok gyakran ellendllnak az altalanosan alkalmazott gombaellenes kezelésekkel
szemben (Pelletier és mtsai 2005, Pfaller és mtsai 2008, Yang és mtsai 2009,
Kothavade és mtsai 2010). Ezen gombas fertdzések kovetkezményei nagyon sulyosak
lehetnek, kiilonosen gyermekeknél, 0jsziilotteknél vagy immunhianyos betegeknél.
Igy egyre siirgetébb az 1j gatlo szerek és lehetséges forrasaik megtalalasa.

A fentiek alapjan a vizsgalatunk egyik célja olyan élesztégombak megtalalasa volt,
amelyek képesek gatolni a humanpatogén fajokhoz tartozo torzsek szaporodasat.
Tipustorzseket, természetbdl izolalt torzseket, ismert és ismeretlen antagonista
képességii fajokat egyarant teszteltiink a klinikai szempontb6l fontos gombakkal
szemben.

Adatainkbol kidertilt, hogy a humanpatogén gombakhoz tartozé torzsek valamivel

toleransabbak voltak az élesztégombak altal eldallitott bioaktiv anyagokkal szemben,
14



mint a betegséggel nem Osszefliiggd élesztégombak (pl. Saccharomycopsis
crataegensis és Wickerhamomyces orientalis). Adatainkbol az is kideriilt, hogy a
Kodamaea ohmeri és a Candida tropicalis szaporodasat a Metschnikowia andauensis
képes gatolni, mig a Naganishia albida a Wickerhamomyces anomalus és a Candida
tropicalis 4ltal kontrollalhato.

Az antagonizmus kiilonb6zé tulajdonsagoknak koszonhet6, mint példaul a
tapanyagokért folyd verseny vagy a gombaellenes vegyiiletek kivalasztasa (Liu és
mtsai 2013). Az antagonista élesztdgombak altal termelt enzimeknek és fehérjéknek
azonban csak egy része ismert (Spadaro és Droby 2016). Nem tudjuk, hogy a vizsgalt
¢élesztdgombaink, pontosan milyen mechanizmussal voltak képesek gatolni mas
gomba torzseket, ezen élesztGgombak altal eldallitott gatld anyagok azonositasahoz
tovabbi vizsgalatokra van sziikség. Azt feltételezziik, hogy a gatlo torzsek tobbsége
kiilonbdz6 bioaktiv anyagokat képes termelni, mivel antagonista képességiiket
leginkabb kiilonboz6 kisérleti tényezok befolyasoltak. Bizonyos esetekben a komplett
tapkozeg, mig mas esetekben az alacsonyabb pH kedvez a gatlas megjelenésének.
Ezek az eredmények felhivtak a figyelmiinket arra, hogy az antagonizmus feltételei
faj- és torzs specifikusak lehetnek. Emellett a gatldo zonak kialakulasa erdsen fiigg a
partner mikrobaktdl is, mely jelenség megfigyelheté a mezégazdasagban alkalmazott
mikrobiologiai biokontroll 4gensek esetében is (Tian és mtsai 2018, Cecarini 2019).

A tenyésztési koriilmények tanulmanyozasa azért volt hasznos, mert tovabbi gatlo
hatasu torzsek felkutatdsdhoz vezethet. Az eredményeink ramutattak arra, hogy az
antagonista teszteket érdemes kiilonboz6é koriilmények kozott is elvégezni, amire jo
példa a Naganishia albida (2-1365), mellyel szemben t6bb 0j antagonista hatasa
élesztégombat is talaltunk (pl. Candida insectorum 11-1193 vagy Pichia dorogensis
11-486).

Adataink az élesztégombak kozotti kdlesonhatasok bonyolultsagara is ravilagitottak,
mivel a gatlas mellett szaporodasi stimulaciot vagy gatlo- és stimulacidés zonak

egylittes megjelenését is észrevettiik.
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5 Osszefoglalas

A munkank soran egyik célunk antagonista hatassal rendelkez6 élesztégomba
izolatumok felkutatisa és azok identifikaldsa volt. A Botrytis cinerea postharvest
patogén gombaval szemben elvégzett kisérletek eredményeként elmondhatd, hogy
tobb altalunk tesztelt ¢élesztdgomba is képes volt a fonalas gomba gatlasara, mint
példaul a Hanseniaspora thailandica és a Wickerhamomyces anomalus fajok
képvisel6i. A leghatasosabbnak a pigmenttermelé Metschnikowia izolatumok
bizonyultak, melyek kortiil széles, teljesen feltisztult gatlé zona alakult ki.

Ezen élesztdgombak DNS alaptl azonositasakor szembesiiltiink azzal a problémaval,
hogy a genombdl kozvetleniil szekvenalt 26S riboszomalis RNS-t kodolé DNS D1/D2
régio kétes nukleotidokat tartalmaz mind a harom (9/2/18, 62/1/3, 11-1062) vizsgalt
izolatumban. A szekvencidk NCBI adatbazisban torténd homologia keresésekor
vilagossa valt, hogy e bizonytalan nukleotidok nem teszik lehetévé az izolatumok
pontos azonositasat, mivel ennek kodszonhetden a harom izoldtum azonos mértéki
egyezést mutatott a pigmenttermelé Metschnikowia fajcsoport tobb tagjaval is. A
tobbszords szekvenciaillesztést kovetden kideriilt, hogy a bizonytalan nukleotidok
ugyanabban a poziciokban taldlhatdak meg a fajcsoport tipustérzseiben is. A
jelenséget a csoporton beliil a M. fructicola és M. andauensis fajoknal korabban mar
leirtak. Mi kimutattuk, hogy ez el6fordul a fajcsoport tobbi tagjaban is. Ezért a
vizsgalatokat Kkiterjesztettiik az ITS1-5,8S-ITS2 régiora is. Az elemzéseket a
fajcsoport két tagjaval, a M. fructicola és M. andauensis fajokkal kezdtiik. Azt
nukleotidok talalhatoak, amikor a szakaszt kozvetleniil a genomokbol szekvenaltuk. A
probléma feloldasa érdekében véletlenszertien klonoztunk az amplifikalt DNS-bdl, és
meghataroztuk az egyes klonok szekvencijat. Az dsszes M. andauensis és a legtobb
M. fructicola klon egyedi szekvencidkkal rendelkezett. A feltart polimorfizmus nem
tulajdonithaté szekvenalasi hibanak, mivel a variabilis helyek nem véletlenszeriien

szétszortan helyezkednek el a klonozott régidkban. A Metschnikowia szekvenciak
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intragenomikus diverzitasa a vizsgalt szekvencidkban olyan nagy volt, hogy néhanyuk
bizonyos paraldégoktdl jobban kiilonboznek, mint az egyes rendszertanilag tavolabbi
fajok ortologjaitol. Egyiitt nézve az intragenomikus D1/D2 diverzitast az ebben a
tanulmanyban feltart ITS-diverzitassal azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a
riboszomalis RNS-t kodolé DNS alapt szekvenalas nem hasznalhat6 a M. andauensis
és a M. fructicola egymastol, és a rokon fajoktol vald taxonomiai elkiilonitésére.
Figyelembe véve a kimutatott magas intragenomikus diverzitast, az sszes korabbi
torzset, melyet e fajok egyikével azonositottak (pl. Piombo és mtsai 2018) taxonomiai
szempontbol Gjra kell vizsgalni. Ebben az 6sszefliggésben érdemes megemliteni, hogy
mindkét faj eredeti taxonomiai leirdsa szamos kétértelml nukleotidot tartalmazo
riboszémalis RNS-t k6dolé DNS szekvencidkon alapult (Kurtzman és Droby 2001,
Molnar ¢és Prillinger 2005). A magas intragenomikus diverzitas tovabbi nehézségeket
okozhat kornyezeti mintak elemzésekor, példaul metagenomikai analizis
alkalmazasakor, mert a dolgozatban emlitett élesztégombak esetén kdonnyen a
szekvenciaadatok félreértelmezéséhez vezethet.

Az élesztdgomba mezOgazdasagi kultirakban torténd alkalmazasa szempontjabol
fontos, hogy milyen tényez6k befolyasoljak antagonista ~mechanizmusuk
kifejez6dését. Ezért dolgozatunk masik célja volt tobbet megtudni arr6l, hogy az
¢élesztégombak antagonista hatasat a tenyésztési koriilmények milyen mértékben
befolyasoljak. A Metschnikowia izolatumok fonalas gombakkal szembeni antagonista
hatasukat az altaluk termelt pulcherrimin pigmentnek koszonhetik. Megfigyeltiik,
hogy az alacsony pH, a magasabb homérséklet, valamint a réz-szulfat (Bordoi 1é
Osszetevlje) csokkenti a pigmentalt zona méretét. A tesztelt szénhidrat forrasok koziil
a szachardzt érdemes kiemelni, mivel e szénforrés jelenlétében széles pigmentalt zona
alakult ki a tesztelt torzsek koriil. Ami szerencsésnek mondhatd, mivel a szachardz
gyakori élelmiszeripari melléktermék és olcso alapanyagnak szamit (Manso és Nunes,
2014).
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Tovabba megallapitottuk, hogy a M. andauensis pulcherrimin termelését a tenyésztési
kozeg Osszetétele erésen befolyasolta. Ezek az eredmények jol egyeznek a M.
pulcherrima esetében talalt adatokkal (Roberts 1946, Sipiczki 2006, Melvydas és
mtsai 2016). Ez valdszinilleg annak koszonhet6, hogy a két faj, és a M. pulcherrima
klad tobb tagja is nagyon kdzeli rokon. Hibridizacids vizsgalataink is ezt erdsitik meg.
Hiszen tobb pigmenttermelé Metschnikowia fajbol létrehozott auxotr6f mutansok
keresztezésével sikeresen tudtunk prototrof telepeket izolalni.

Munkank soran élesztdgomba-élesztdgomba kolcsonhatasokat is vizsgaltunk. A
kisérleteink ravilagitottak arra, hogy ezek a kdolcsonhatasok kiilonbozé tipusuak
lehetnek. A gatlas mellett példaul stimulaciot is megfigyeltiink, és ezek egyiittes
el6forduldsara is volt példa. Ezen kiviil a megallapitottuk, hogy a humanpatogén
fajokhoz tartozd torzsek sokkal toleransabbak voltak a tesztelt élesztogombakkal
szemben, mint a betegséget nem okozd élesztégombak. E vizsgalatok soran kapott
eredmények arra is ravilagitottak, hogy a P. kudriavzevii nehezen gatolhato fajok kozé
tartozik. Az opportunista humanpatogén fajok koziil a Kodamaea ohmeri és a Candida
tropicalis szaporodasat a Metschnikowia andauensis, mig a Naganishia albida
szaporodasat a Pichia anomala vagy a Candida tropicalis gatolta. Tovabba
kimutattuk, hogy a M. andauensis képes tobb olyan gombafaj szaporodasat gatolni,
amelyek izolatumai human fert6zésekkel is kapcsolatba hozhatok. Emellett
megfigyeltiik, hogy a kisérleti korilmények komoly hatdssal lehetnek az
¢élesztogombak gatld képességére. A gatlas megjelenése erdsen fiiggdtt a taptalaj
Osszetételétdl, a pH-t6l és a hémérséklettol.

Osszességében az eredményeink felhivjak a figyelmet a tenyésztési koriilmények
antagonizmusban betoltott fontos szerepére és hozzajarulhatnak a jovébeni
vizsgélatok kisérleti koriilményeinek pontos kialakitasahoz. Az élesztdgombak
igéretes eszkdzei lehetnek a humanpatogén gombak elleni kiizdelemnek,
befolyasolhatjak az antimikrobialis kezelés jovobeli trendjeit, és 0j gombaellenes

szerek forrasai lehetnek.
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6. Tézisek

Megallapitottuk, hogy a vizsgalt M. ziziphicola, M. shanxiensis torzsek,
valamint tovabbi hirom pigmentet termelé Metschnikowia nemzetséghez
tartozé izolatum is alkalmas lehet biokontrollra a Botrytis cinerea fonalas
gombaval szemben.

A bioprotekciora alkalmas, almar6l izolalt pigmenttermelé Metschnikowia
izolatumaink azonositasakor vilagossa valt, hogy nem csak a M. andauensis
és M. fructicola tipustorzsek rRNS génjének nagy alegységét (26S) kodolod
szakaszanak D1/D2 doménje nagyon heterogén, hanem ez a jelenség
kimutathat6 a Metschnikowia pulcherrima fajcsoport tobb tagjaban is.

A genomon beliili magas diverzitdsuknak koszonhetéen a D1/D2 domén
mellett az ITS régi6 alkalmatlan e fajok diagnosztizalasara, ennél fogva a
csoportba tartozd fajok/izolatumok taxondémiai helyzete feliilvizsgalatra
szorul.

Az M. fructicola tipustorzs genomszekvencidjanak elemzésével azt is
kimutattuk, hogy e faj riboszomalis RNS-t kodolo6 DNS-e
toredezett/fragmentalt, pszeudogéneket tartalmaz, és igy a sziiletés-halalozas
(birth-and-death) mechanizmus altal alakul, nem pedig homogenizacioval,
ami az élesztdgombaknal szokatlan.

Megallapitottuk, hogy az antagonista hatassal rendelkez6 M. andauensis
pulcherrimin termelését a tenyésztési kozeg Osszetétele erdsen befolyasolja.
Megfigyeltiik, hogy az alacsony pH, a magasabb hdmérséklet, valamint a réz-
szulfat (Borddi 1é sszetevdje) csokkenti a pigmentalt zona, ezaltal a gatld
méretét.

A Kkisérleteink ravilagitottak arra, hogy az élesztégomba-élesztdgomba
kolcsonhatasok kiilonbozd tipusuak lehetnek. A gatlas mellett példaul

stimulaciot is megfigyeltiink, és ezek egyiittes el6fordulasara is volt példa.
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Ezen kivil a megallapitottuk, hogy a noévények felszinér6l izolalt
opportunista huménpatogén fajokhoz tartozo torzsek sokkal toleransabbak
voltak a tesztelt ¢lesztdgombakkal szemben, mint a betegséget nem okozo
¢élesztogombak.

Tovabba kimutattuk, hogy a M. andauensis képes tobb olyan gombafaj
szaporodasat gatolni, amelyek izolatumai human fertézésekkel is kapcsolatba

hozhatok.
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1 Introduction

Yeasts are found in organic and inorganic environments. They have colonized every
available habitat. They are found in the soil, the atmosphere, the hydrosphere, are
members of the phyllosphere microbiome, are part of the field microbial community
and the normal microbiota of the human body. They are also important members of
the artificial fermentation systems (Johnson et al. 2011, Buzzini et al. 2017). As
members of natural and artificially created microbial communities, much attention has
been focused on their role in different microbiota (Stratford 2006). This is mainly due
to the fact that interactions between yeast species and strains can influence the
population dynamics of the community. For example, different yeast species are
multiplied or disappear during the food preparation process. A chain process occurs
during the fermentation of wine, the production of salami and sausage products, the
ripening of cheese, and the fermentation of various breads or cocoa and coffee beans.
The presence of the inappropriate species or strain during the ripening process can be
harmful to the quality of the product (Romano et al. 2006, Viljoen 2006).

In addition, yeasts play a role not only in agriculture or the food industry, some yeast
also occur in animals and humans. Depending on the species and the circumstances,
they can be beneficial for the human body or even pathogenic (e.g. Candida and
Cryptococcus species) (Deak 2006, Cooper 2011, Johnson et al. 2011, Inacio et al.
2017). One of the important problems in health care today is that certain fungi can
overgrow in patients with weak immune systems or in immunosuppressed patients.
All this is aggravated by the fact that these harmful fungi can become resistant to
commonly used antifungal agents, and this greatly contributes to their survival and the
success of their infection ability (Pelletier et al. 2005, Yang et al. 2009, Kothavade et
al. 2010, Zuza-Alves et al. 2017).

As a result, it is increasingly urgent to find new inhibitory agents against the fungi

associated with these diseases. Various researches are aimed at finding bioactive
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agents that can inhibit the cell division or hyphal growth of these pathogenic fungi
(Agarwal et al. 2008, Pietrella et al. 2011). The studies are mostly aimed at testing
new synthetic active ingredients or natural agents such as antifungal plant oils
(Agarwal et al. 2008, Pietrella et al. 2011). Besides, another possibility to solve the
problem of fungal resistance is application of yeasts with biocontrol capabilities or the
antifungal agents they produce. Antagonistic yeasts suitable for bioprotection are used
against pathogens that cause agricultural damage. Thanks to their versatility, they are
excellent candidates for biocontrol agents in plant protection (Loper et al. 2007).
Using them could significantly reduce the pollution on our environment with synthetic
chemicals. At the same time, the distribution and use of natural biocontrol yeasts is
complicated by the fact that their effectiveness can be affected by various
environmental factors, which leads to a decrease in their antagonistic performance.
Indeed, a biocontrol agent must be able to survive, function and maintain in high
germination rates in the community and environment favored by agricultural
pathogens. Temperature, water activity, pH, the presence of pesticides/fungicides,
metal/heavy metal ions and other antagonistic microorganisms are the most important
factors that influence the survival and function of the species to be used as a
biocontrol (Kredics et al. 2003, Compant et al. 2010, Ghorbanpour et al. 2018).

Fortunately, the variability of biocontrol agents is a problem that can be partially
overcome, for example, by combining the use of yeasts with alternative methods, by
using nutrients that increase their antagonistic effect, by using mixtures of different
yeasts, by manipulating the biocontrol mechanism, and by optimizing fermentation
conditions. In order to produce efficient and stress-tolerant yeast biomass, it is also
possible to develop formulations that allow rapid application of yeast and recovery of
their metabolic activity during application by altering the yeast physiology (Jones and
Prusky 2002, Janisiewicz et al. 2008). However, extensive research is needed to
develop solutions that stabilise and improve all these biocontrol capabilities. We need

to explore the interactions between microbes and their characteristics, since the
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diversity and complexity of these interactions are only now beginning to emerge
(Fleet 2003b, Deak 2006, Viljoen 2006, Buzzini et al. 2017). Yeast-yeast interactions
in a community are very complex. To understand this, we need more studies that
imitating natural conditions.

2 Objectives

The strain collection of our department provides an excellent opportunity to study the
antagonistic effect of different yeast species, as we have isolates from all over the
world. The collection also includes several undescribed and recently described but less
studied yeasts. The collection has also allowed us to study yeast isolates from areas
where relatively little is known about the microbial community. To date, few
microorganisms from tropical countries are included in international collections of
strains (http://gcm.wfcc.info/, Robert et al. 2006, Wu et al. 2013, Groenewald et al.
2017).

During our work, our goal was to search for yeast isolates with antagonistic effects, to
identify them, to study the mechanism of the antagonistic effect of the isolates against
filamentous fungi, and examine the interactions between naturally isolated yeasts in

the collection.

25



3 Methods and implementation

3.1 Taxonomic studies

For the assimilation and reproduction tests, suspensions were prepared from yeast
cultures incubated overnight in YPL medium at 28 °C using distilled water. The
suspended cells were plated on media containing different carbon and nitrogen
sources. YNBA medium was used for the study, in which glucose was replaced by
different carbon and nitrogen sources.

Genomic DNA was extracted from the cells as described by Hoffman and Winston
(1987). The following PCR reaction mix was used in the experiment: 34 pl filtered
(MilliporeQ) water; 0.6 pul MgCly (25 mM); 10 pl GoTaq buffer 10x; 1 ul ANTP mix
(5 mM), 1.5-1.5 pl forward and reverse primer (0.5 uM); 0.4 pl GoTaq polymerase
enzyme (5 u/pl). 1.0 pl (100 mM) of genomic DNA was added to the reaction mixture.
The reaction parameters were: 1TS1-5.8S-ITS2 PCR: 94°C 2 p, followed by 30 cycles
of 94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 1 p; and after 30 cycles: 72°C 5 p, followed by 4°C oo.
Primers used: ITS1 and ITS 4 (White et al. 1990).

Cloning of the amplified ITS1-5.8S-1TS2 coding region was performed using the
CloneJET PCR Cloning kit (Thermo Scientific, #K1232). Cloning was performed
according to the manufacturer's instructions starting from purified PCR product.

The sequence found in several clones (Ifrb17) were used to search for ITS segments in
the M. fructicola genome (ANFWO00000000.2, NCBI Genome database). All genomic
ITS1-5.85-1TS2 segments were compared with each other and with the cloned
sequences using bl2seq.

The 1TS1-5.8S-ITS2 coding region was amplified using primers I1TS1 and 1TS4
(White et al. 1990). The sequence of the sections was determined from two directions.
Sequence results of PCR products were evaluated using the BLAST service of the
National Center for Biotechnology Information database. For pairwise alignment,
NCBI bl2seq and EMBOSS Needle were used.
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Multiple sequence alignment is required for phylogenetic analysis, which is performed
by MEGA X 10.0.2. software (Kumar et al. 2018) built-in Clustal W (Thompson et al.
1994) algorithm. Uncertain nucleotides resulting from sequencing errors at the ends of
the sequences were then removed using the TrimAl v.1.3 program (Capella-Gutiérrez
et al. 2009). The trimmed sequences were used in the network analysis. We also re-
aligned the trimmed sequences as previously described. We then used this alignment
to generate the phylogenetic tree.

Following the multiple sequence alignment described in Section 3.1.7, we generated
the haplotype network using PopART (Leigh and Bryant 2015) software.
Phylogeographic relationships between haplotypes was revealed by using Median
Joining-based network construction (Bandelt et al. 1999).

The Maximum Likelihood phylogenetic tree was generated using the 1Q tree online
interface with the following parameters: reliability of the resulting phylogenetic tree
was tested by bootstrap analysis (number of bootstrap replications: 1000). The final
version of the phylogenetic tree was generated using the iTOL online interface.

From the multiple alignments performed with the Clustal W (Thompson et al. 1994)
algorithm built in MEGA X 10.0.2 software (Kumar et al. 2018) as described above,
we created neighbor-net split networks using the SplitsTree4 V4.12.8 package (Bryant
and Moulton 2004).

Auxotrophic mutants for different amino acids were generated from cells cultured
overnight at 28 °C in YEL medium by UV irradiation (Sipiczki and Ferenczy 1978) or
by N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG). The isolates to be crossed in the
form of a streak onto a complete YPA medium. After the colony formation, plates
were replicated on minimal medium containing no amino acid in such a way that they
crossed each other. If hybridization occurred between cells with two different
auxotrophic markers, prototrophic colonies appeared at the crossing point, which were

able to produce the necessary amino acids.

27



3.2 Antagonism test in vitro on petri dishes

Yeast strains were incubated for 1 day at 28 °C in YPL medium, while Botrytis
cinerea were incubated for 1 week at 22 °C in YM medium in shaking water bath. The
experiments were performed on different media: YPA, PDA, EMMA. And then 0.4
ml of yeast suspension (ODsg=0.2) was used to prepare a lawn for Petri dishes
containing different media. A small amount of the B. cinerea colonies was
homogenized in a pestle and mortar, then a dilute suspension was prepared with
distilled water. 0.4 ml of the resulting suspension was used to prepare a lawn. After
drying, a streak culture were made from the yeasts. Then, the experiments against the
filamentous fungus B. cinerea, the petri dishes were incubated at room temperature for
seven days. In the yeast-yeast interaction study, the petri dishes were also incubated
for 7 days at 22°C; 25°C; 30°C and 37°C. The plates were evaluated by visual
inspection, on the basis of which the tested yeast strains were divided into groups.
Plates were evaluated by visual inspection, based on which the yeast strains tested
were divided into groups.

3.3 Investigation of pulcherrimin production of Metschnikowia isolates

Media used: YEA, YPA, PEA, PDA, SMA media, as well as supplementation of these
media with FeCls solution in such way that the final FeCls content of the media is
0.005 mg/ml and 0,01 mg/ml. In all experiments, the cultures were incubated
overnight in a water bath shaker at 28 °C in YPL. Fresh cultures of yeast suspension
(15-15 pul) (ODsge=1.0) was added to the surface of the media and the petri dishes were
incubated at room temperature.

To test the effect of carbon sources, yeast suspensions were prepared with distilled
water (1 x 108 cells/ml). The suspended cells were placed on different media
containing different carbon sources, 10 pul drops of each sample were pipetted onto the
media. SMA medium was used for the assay, in which the glucose was replaced by
different carbon sources. We then observed how the pigment production of the yeasts

changed under the influence of different carbon sources.
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The influence of pH and temperature on pigment production was first tested on solid
PDA media by adjusting the pH of the media to different values (pH=5, 6, 7), 15-15
ul of Metschnikowia cultures (ODsg= 1.0) were pipetted to the petri dishes and the
cultures were incubated at 25 °C, 30 °C and 37 °C.

M. andauensis were cultured in Erlenmeyer flasks containing PDB liquid
(supplemented with FeCls solution (0.01 mg/ml)), pH adjusted to 4,8; 5,0; 6,0; 6,5 and
7,0, respectively. During the incubation, 250 ul of FeCls solution (10 mg/ml) was
added to the cultures on the second and third day of the experiment to increase the
colour intensity. The pH of the cultures was checked daily with pH test strip.

In all cases, the effect of CuSO. was tested with overnight incubated cultures in a
water bath shaker at 28 °C in YPL. 15-15 pl of yeast suspension (ODsg=1.0) was
applied to the surface of SMA medium containing CuSQ,4 solution in different
concentrations, and then the Petri dishes were incubated at room temperature. The
effect of CuSO4 was also examined in the presence of FeCls; solution, in this case, in
addition to CuSOs, FeCls solution was also added to the SMA medium (SMA +
CuS04 0.05 mg/ml + FeCls 0.05 mg/ml).
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4. Results and interpretation

4.1 Study of the antagonistic effect of yeast isolates against the filamentous fungi
Botrytis cinerea

We have tested the antagonistic activity of more than 80 yeast strains from all over the
world found in our strain collection against the postharvest pathogenic filamentous
fungi Botrytis cinerea. Our aim was to find a yeast strain that inhibits the growth of
the filamentous fungi.

Most isolates were not able to compete with B. cinerea even in the initial phase of the
experiment.  However, for example, Hanseniaspora thailandica and
Wickerhamomyces anomalus isolates slightly inhibited the spread of the filamentous
fungi on the medium. The most effective isolates were the pigment-producing
Metschnikowia strains. A fully cleared inhibitory zone was formed around the isolates.
Antagonistic effects against B. cinerea have already been reported for several
members of the species group, such as Metschikowia pulcherrima, M. fructicola, M.
andauensis or M. sinensis (e.g. Sipiczki 2006, Karabulut et al. 2005, Manso and
Nunes 2011, Pawlikowska and et al. 2019). We found that the tested strains of M.
ziziphicola, M. shanxiensis, and three additional pigment-producing isolates belonging
to the genus Metschnikowia may also be suitable for biocontrol against the
filamentous fungi.

4.2 Taxonomic studies

During the identification of our pigment-producing Metschnikowia isolates from
apple, it became clear that we cannot identify these yeasts at the species level with
traditional assimilation and reproduction tests due to the great similarity between the
type strains. Sipiczki et al. (2013) showed that the D1/D2 domain of the large subunit
(26S) coding region of the rRNA gene of the M. andauensis and M. fructicola type
strains is highly heterogeneous and therefore not suitable for distinguishing the two

species.
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Our results show that this phenomenon is not only present in the two species
mentioned in the article, but also in several members of the species group. Therefore,
this region is not suitable for species-level identification of our unknown isolates. And
it can also mean that it is very difficult to separate the members of the species group
based on this region. Our attention has thus been focused on the study of the ITS
(Internal Transcribed Spacer) region, a DNA segment that is also used to determine
genetic distances in Ascomycetes alongside the ribosomal large subunit (Seifert 2009,
Del-Prado et al. 2010, Hyde et al. 2020).

We found that, similar to the D1/D2 domain, the 1TS1-5.8S-1TS2 region in both
species also contains ambigous nucleotides in sequences obtained by direct
sequencing from the genome. In order to solve the problem of ambigous nucleotides,
we cloned the DNA sequences amplified from the genome and then their nucleotide
sequences were determined one by one. Each M. andauensis and most M. fructicola
clones had unique sequences. This polymorphism cannot be attributed to sequencing
error, since the variable positions are not randomly scattered in the clones. Comparing
the cloned sequences from the M. fructicola type strain with the genome sequence
(Hershkovitz et al. 2013), we found additional variants. The DNA units encoding
ribosomal RNA appear to be scattered across the genome at five different locations,
but it should be noted that the genome (Hershkovitz et al. 2013) is not fully
assembled, so the actual number of loci encoding ribosomal RNA it can even be much
higher.

Our results are also surprising because in other yeast species that have been studied in
detail, the DNA units encoding ribosomal RNA are arranged in large continuous
arrays and polymorphism between genomes is very low. This is due to
homogenization or concerted evolution. In concerted evolution, rRNA units evolve
“horizontally,” meaning that non-harmful mutations in one unit spread to all other
units. As a result, the DNA units encoding ribosomal RNA do not evolve

independently of each other (e.g. Ganley and Kobayashi 2007). This phenomenon
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may be related to the fact that during cell division, when sister chromosomes are
arranged next to each other, unequal recombination may occur, as a result of which
DNA units encoding ribosomal RNA may be rearranged or lost (Eickbush and
Eickbush 2007, Kobayashi 2008). Computer modelling has shown that
homogenization reduces mutational load (Ohta 1989). In M. fructicola, rRNA
organization is fragmented, so that isolated shorter tandems and separate copies make
homogenization physically impossible. Genome sequence analysis of the M. fructicola
strain also showed that the DNA encoding ribosomal RNA in this species is
fragmented, contains pseudogenes, and thus evolves by a birth-and-death mechanism
rather than by homogenization, which is unusual in yeasts. In fungi, the birth-death
evolutionary mechanism has so far only been studied for 5S genes (Rooney and Ward
2005).

These results raise the possibility that the isolation boundary between pulcherrimin-
producing species is not complete and that the species are able to hybridise with each
other. This was also supported by the fact that prototrophic colonies were obtained
when crossing auxotrophic mutants isolated from different Metschnikowia species. In
other words, the members of the species group studied (M. andauensis, M. fructicola,
M. pulcherrima, M. sinensis, M. ziziphicola, M. shanxiensis) are able to hybridize with
each other, which makes it possible for the separated species (DNA sequences
encoding ribosomal RNA) to reconnect.

4.3 Investigation of pulcherrimin production of Metschnikowia isolates

In the antagonistic tests, we observed a completely cleared inhibitory zone around the
yeasts producing the pulcherrimin pigment, so that members of this group were
selected for further analysis. Some of the Metschnikowia yeasts produce a pigment
that is able to delay the rot caused by postharvest pathogenic filamentous fungi on
harvested fruits. In our work, we have mainly focused on the study of culture factors
affecting pigment production, because pulcherrimin is a key factor in the process, as

mutants that do not produce pigment lose their inhibitory ability (Sipiczki 2006).
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When yeast is used as an antagonistic micro-organism, it is important to know what
nutrients it is commercialised with, as it needs to survive in nature. This may have a
major impact on the expression of its antagonistic mechanism (Raspor et al. 2010,
Spadaro et al. 2010ab). Therefore, it is important to provide suitable conditions for the
applied biocontrol agent. The antagonistic mechanism of the Metschnikowia yeast is
mainly due to the production of pulcherrimin. Therefore, it is necessary to explore the
effect of individual nutrient sources on pigment formation.

When examining M. andauensis, we observed the most intense pigment formation on
complete media, such as YPA, and the palest was observed on minimal media.
Therefore, we thought that the carbon and nitrogen sources used in the culture media
may influence pigment production. As was observed in Monascus purpureus, which is
very important microorganism in the paint industry. Subhasree (2011) and colleagues
achieved the maximum pigment production in medium supplemented with fructose
among the many tested carbon sources. M. andauensis utilized the tested
carbohydrates well, in most cases pigment production was also observed (e.g. glucose,
fructose, sucrose or galactose), although to wvarying degrees. Among these
carbohydrate sources, sucrose can be highlighted as a potential additive to increase the
fitness of the antagonistic yeast before its which can help its survival in nature and
under the storage conditions of the harvested fruits. This is also supported by the fact
that Manso and Nunes (2014) observed, when studying M. andauensis, found that the
highest biomass, compared to glucose and fructose, is produced in the presence of
sucrose.

If we compare these results with the effect of carbohydrate sources on the antagonism
of Metschnikowia isolates, we can see that a large inhibitory zone was formed on the
medium containing sucrose around the tested yeasts. This is fortunate, as sucrose is a
cheap raw material compared to other commercially available carbon sources.
Moreover, it is generally available as it is a common by-product of the food industry

(Manso and Nunes, 2014).
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When examining the effect of pH and temperature, we found that low pH does not
favour the diffusion of the precursor, while as the pH increases the size of the
pigmented zone becomes more extensive. Roberts (1946) found that less ferrous ions
are available for the yeast as the pH of the culture medium was increased, and this was
the reason why the intensity of pigmentation of the studied Metschnikowia
pulcherrima colonies decreased in direct proportion to the increase in pH of the
medium. In order to encounter sufficient amounts of ferrous ions, the precursor must
migrate further in the higher pH medium and become immobile through pigment
formation. The border of the pigmented area and the inhibitory zone are the same, the
antagonistic effect of the yeast may decrease if the surface of the fruit is damaged,
because in this case it is exposed to a low pH medium. If we want to use antagonistic
yeasts in nature, we need to know how temperature affects pigment production. We
observed that a higher temperature does not favor the spread of the precursor in the
culture medium. The size of the pigmented area is inversely proportional to the
increase in temperature. Therefore, higher temperatures may also have a negative
effect on the expression of the antagonistic effect of these yeasts.

Fungicides based on copper and sulphur have been used for centuries to protect weeds
and vegetables (Grangeteau et al. 2017). Copper sulfate is the main component of
Bordeaux mixture, which is also an approved fungicide in organic farming in
Hungary. Our studies show that, depending on the amount applied, the presence of
copper can reduce or even prevent the formation of the pigmented zone, thereby
neutralizing the antagonistic effect of yeast in vitro. Heavy metal compounds, when
present in excessively high concentrations, can induce morphological changes
(Fomina et al. 2000), and can also affect physiological properties, for example
inhibiting the amylase production of Geotrichum candidum (Falih 1998) or increasing
melanin accumulation in some filamentous fungi. (Caesar-Tonthat et al. 1995).
Therefore, it is conceivable that the copper ion prevents the formation of the precursor

or interferes with the complex formation. Certain metal ions are able to modify the
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spatial structure of proteins by binding to the molecule instead of the corresponding
cofactor (Lemire et al. 2013). It is possible that a similar mechanism is at play in this
case as well.

4.4 Investigating the interaction of yeasts

In our experiments we also tested the interaction of yeasts collected from the surface
of different plants. According to our observations, the manifestation of the
antagonistic effect between yeasts may depend on certain external environmental
factors, including the composition of the culture medium. In addition, the incubation
temperature and the pH of the medium can strongly influence the appearance of
inhibitory zones.

The interaction between yeasts is a complex mechanism, and some species may
stimulate the growth of other yeasts. This is supported by the data of Sipiczki, who
observed more intensive reproduction of certain species when studying the synergistic
effect of Metschnikowia pulcherrima and Pichia scaptomyzae on Torulaspora
delbrueckii lawns (Sipiczki 2016). It is possible that in certain combinations yeasts
may provide each other's nutritional needs, but the stimulatory effect may also be due
to yeast autolysis. In one study, yeast mixtures were used to produce single-cell
proteins from n-alkanes. The yeasts involved in the process provided each other with
the vitamins they needed, so that it was not necessary to artificially add vitamins into
the medium. Thus, the role of yeast autolysis is invaluable, as such indirect
interactions release amino acids and vitamins that stimulate the reproduction of other
members of the yeast community (Fleet 2001).

Antagonistic yeasts have been studied mainly against post-harvest pathogens of fruits
and vegetables (Wilson et al. 1991, Chan and Tian 2005, Heydari and Pessarakli 2010,
Liu et al. 2013, Zhimo et al. 2017, Hashem et al. 2014), and there is little evidence that
yeasts can inhibit fungi associated with human diseases (e.g. Tiirkel and Ener 2009,
Csutak et al. 2013, Sisti and Savini 2014, Robledo-Leal et al. 2018). Non-albicans

Candida or other non-Candida species, such as Naganishia albida, are frequently
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isolated from hospitalized patients (Lee et al. 2004, Pelletier et al. 2005, Pfaller et al.
2008, Yang et al. 2009, Kothavade et al 2010, Al-Sweih et al 2011, Cordero-Bueso et
al 2014, Vivas et al 2016, Nagarathnamma et al 2017, Gharehbolagh et al 2017, Vaezi
et al 2017, Zuza-Alves et al 2017, Tashiro et al 2018). A major problem in the
healthcare sector is that these species are often resistant to commonly used antifungal
treatments (Pelletier et al. 2005, Pfaller et al. 2008, Yang et al. 2009, Kothavade et al.
2010). The consequences of these fungal infections can be very serious, especially in
children, neonates or immunocompromised patients. Thus, there is an increasing
urgency to find new inhibitory agents and their potential sources.

Based on the above, one of the goals of our study was to find yeasts that are able to
inhibit the reproduction of strains belonging to human pathogenic species. We tested
both type strains, strains isolated from nature, and species with known and unknown
antagonistic abilities against clinically important fungi.

Our data showed that strains belonging to human pathogenic fungi were slightly more
tolerant to bioactive substances produced by yeasts than non-disease-associated yeasts
(e.g. Saccharomycopsis crataegensis and Wickerhamomyces orientalis). Our data also
revealed that the reproduction of Kodamaea ohmeri and Candida tropicalis can be
inhibited by Metschnikowia andauensis, while Naganishia albida can be controlled by
Wickerhamomyces anomalus and Candida tropicalis.

Antagonism is due to various properties, such as competition for nutrients or secretion
of antifungal compounds (Liu et al. 2013). However, only some of the enzymes and
proteins produced by antagonistic yeasts are known (Spadaro and Droby 2016). We do
not know the exact mechanism by which the yeasts we studied were able to inhibit
other fungal strains, further studies are needed to identify the inhibitory substances
produced by these yeasts. It is hypothesised that most of the inhibitory strains can
produce different bioactive compounds, as their antagonistic ability was mostly
influenced by different experimental factors. In some cases, the complete nutrient

medium, while in other cases, the lower pH favors the appearance of inhibition. These
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results have drawn our attention to the fact that antagonism conditions can be species-
and strain-specific. In addition, the formation of inhibitory zones strongly depends on
the partner microbes, a phenomenon also observed for microbial biocontrol agents
used in agriculture (Tian et al. 2018, Cecarini 2019).

Studying the culture conditions was useful because it could lead to the search for
additional strains with inhibitory effects. Our results have shown that antagonist
assays should be performed under different conditions, an example is Naganishia
albida (2-1365), against which several new yeasts with antagonistic activity have been
found (e.g. Candida insectorum 11-1193 or Pichia dorogensis 11-486).

Our data also shed light on the complexity of the interactions between yeasts, as in
addition to inhibition, we also noticed the stimulation of reproduction or the

simultaneous appearance of inhibitory and stimulatory zones.

5 Summary

One of our goals during our work was to search for and identify yeasts with
antagonistic against the postharvest pathogen Botrytis cinerea effects. As a result of
our experiments it can be said that several tested yeasts were able to inhibit the
filamentous fungi, such as some isolates of Hanseniaspora thailandica and
Wickerhamomyces anomalus species. The most effective yeasts were the pigment-
producing Metschnikowia isolates with a wide clear inhibitory zone around them. The
DNA-based identification of the three pigment-producing Metschnikowia isolates
(9/2/18, 62/1/3, 11-1062) revealed the problem that the 26S ribosomal RNA coding
DNA D1/D2 region, which was directly sequenced from the genome, contained
ambiguous nucleotides in all three strains (9/2/18, 62/1/3, 11-1062). When searching
for homology in the NCBI database, it became clear that these nucleotides did not
allow accurate identification of these isolates, as the three isolates showed similar
match with several members of the pigment-producing Metschnikowia species group.

After multiple sequence alignments, it was found that the ambiguous nucleotides can
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be found in the same positions as in the type strains of the species group. The
phenomenon was already described within the group for M. fructicola and M.
andauensis species. We have shown that this also occurs in other members of the
group. Therefore, the investigation were extended to the ITS1-5,8S-ITS2 region.
Analyses were started with two members of the species group, M. fructicola and M.
andauensis. We found that, like the D1/D2 domain, the ITS region of both species
contained ambiguous nucleotides when the region was sequenced directly from the
genomes. To resolve this problem, we randomly cloned sequences from the amplified
DNA preparation and determined the sequence of each clone. All M. andauensis and
most M. fructicola clones had unique sequences. The revealed polymorphism cannot
be attributed to a sequencing error because the variable sites are not randomly
distributed in the cloned regions. The intragenomic diversity of Metschnikowia
sequences was so big that some of them differed more from certain paralogs than from
orthologs in certain taxonomically more distant species.

Taking together the intragenomic D1/D2 diversity and the ITS diversity revealed in
this study, it can be concluded that rDNA-based sequencing cannot be used for the
taxonomic separation of M. andauensis and M. fructicola, neither from each other nor
from other related species.

In view of the detected high intragenomic diversity, all strains which were identified
with one of these species (e.g. Piombo et al. 2018), should be taxonomically re-
examined. In this context, it is worth mentioning that the original taxonomic
description of both species was based on rDNA sequences containing several
ambiguous nucleotides (Kurtzman and Droby 2001, Molnar and Prillinger 2005).

High intragenomic diversity can cause additional difficulties when yeast communities
techniques (e.g., metagenomic analysis) are applied to the investigation of
environmental samples, it can easily lead to misinterpretation of sequence data.

In terms of application of yeast in the fields, it is important what are the factors that

influence the expression of their antagonist mechanism. Therefore, another goal of our
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research was to expand our knowledge on how culture conditions affect the
antagonistic effect of yeasts.

The antagonistic effect of the Metschnikowia isolates against filamentous fungi can be
attributed to the pulcherrimin pigment. We observed that low pH, higher temperature,
and copper sulfate (a component of the fungicide Bordeaux mixture) reduce the size of
the pigmented zone.

Among the tested carbohydrate sources, sucrose is worth highlighing, as a wide
pigmented zone was formed around the tested strains in the presence of this carbon
source. Which is a considerable result, as sucrose is a common low cost food industry
by-product (Manso and Nunes 2014). It was found that the production and extent of
the pulcherrimin diffusion zone was strongly influenced by the composition of the
medium. These data are in good agreement with what has been found for M.
pulcherrima (Roberts 1946, Sipiczki 2006, Melvydas et al. 2016). This is probably
due to the fact that the two species and several other members of the M. pulcherrima
clade are also very close relatives. Our hybridization studies confirm this as well.
After all, we were able to successfully isolate prototrophic colonies by crossing
auxotrophic mutants generated from several pigment-producing Metschnikowia
species.

We also examined the effect of yeasts isolated from nature on each other. Our data
also shed some light on the complexity and diversity of the interactions between
yeasts. Growth stimulation or co-appearance of inhibitory- and stimulation zones were
also noticed aside from inhibition. Our screening revealed that the strains belonging to
human pathogenic species were much more tolerant to the yeast-produced bioactive
agents than the non-disease-associated yeasts. The results of these studies also
revealed that P. kudriavzevii is a species that is difficult to inhibit. Among the
opportunistic human pathogenic species, the growth of Kodamaea ohmeri and
Candida tropicalis was inhibited by Metschnikowia andauensis, while the growth of

Naganishia albida was inhibited by Pichia anomala or Candida tropicalis.
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Furthermore, we have shown that M. andauensis is able to inhibit the growth of
several fungal species whose isolates can also be associated with human infections.

In addition, our results proved that the experimental circumstances can have a serious/
substantial impact on the inhibitory capacity of the yeasts. The appearance of
inhibition strongly depended on the media, pH and temperature.

Our data revealed an important role of the culturing factors on inhibition and they can
contribute to the precise development of experimental conditions of future studies.
Yeasts can be promising means of the fight against pathogenic fungi, can influence
future trends of the antimicrobial treatment and they can be the new sources of

antifungal agents.
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6. Theses

It was found that the tested strains M. ziziphicola, M. shanxiensis and three
additional pigment-producing isolates of the genus Metschnikowia could be
suitable for biocontrol against the postharves pathogen filamentous fungi
Botrytis cinerea.

During the identification of our pigment-producing Metschnikowia isolates
isolates from apple revealed that not only the D1/D2 domain of the large
subunit (26S) coding region of the rRNA gene of the type strains M.
andauensis and M. fructicola is highly heterogeneous, but this phenomenon
is also detectable in several members of the Metschnikowia pulcherrima
species group.

Due to their high diversity within the genome, the ITS region, together with
the D1/D2 domain, is not suitable for the diagnosis of these species, and
therefore the taxonomic status of the species/isolates in this group needs to be
revised.

By analyzing the genome sequence of the M. fructicola type strain, we also
showed that the DNA encoding the ribosomal RNA of this species is
fragmented, it contains pseudogenes, and thus evolves by a birth-and-death
mechanism rather than by homogenisation, which is unusual in yeasts.

We found that the production of pulcherrimin by M. andauensis is strongly
influenced by the composition of the culture medium. We have observed that
low pH, higher temperature, and copper sulfate (a component of Bordeaux
mixture) reduce the size of the pigmented zone, thus the size of the inhibitory
zone.

Our data also shed light on the complexity of the interactions between yeasts,
as in addition to inhibition, we also noticed the stimulation of reproduction or

the simultaneous appearance of inhibitory and stimulatory zones.
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Our data showed that strains belonging to human pathogenic fungi were
slightly more tolerant to bioactive substances produced by yeasts than non-
disease-associated yeasts

Furthermore, we have shown that M. andauensis is able to inhibit the growth
of several fungal species whose isolates have been associated with human
infections.
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