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1 Bevezetés

Az élesztdgombak, mely alatt az egysejtii, bimbdzassal szaporodd aszkuszos
¢s bazidiumos gombakat értjilk, megtaldlhatéak az ¢él6 és élettelen
kornyezetben egyarant. Minden rendelkezésre allo életteret meghdditottak.
El6fordulnak a talajban, az atmoszféraban, a hidroszférdban (sos ¢és
édesvizekben egyarant), tagjai a filloszféra mikrobiomjanak, részei a
szant6foldi mikrobidlis k6zosségnek és hozzatartoznak az emberi test normal

mikrobiotajahoz. Mindemellett fontos elemei az ember alkotta mesterséges

fermentacios rendszereknek (Johnson és mtsai 2011, Buzzini és mtsai 2017).

A természetes ¢és mesterségesen létrehozott mikrobialis kozosségek
tagjaiként, ahol az élesztégombak gyakran baktériumokkal, fonalas
gombakkal és virusokkal élnek egylitt, valamint az eukaridta sejtmiikodés
alapvetd kutatdsi alanyaként, nagy figyelem irdnyul a kiilonbozo
mikrobiotakban betoltott szerepiikre (Stratford 2006). Ez elsésorban annak
koszonhetd, hogy az élesztégomba fajok és torzsek kozotti kolecsonhatasok
befolyasolhatjdk a kozosség populaciodinamikajat. Az  ¢€lelmiszerek
clkésziilésének folyamata soran példaul kiilonb6zé  ¢lesztégombak
szaporodnak fel vagy szorulnak Ki. Ilyen lancfolyamat all fenn a borok
erjedése sordn, a szaldmi ¢és kolbasztermékek gyartasakor, a sajtok
A nem megfeleld faj vagy torzs jelenléte az érési folyamatban pedig kéaros

lehet a termék minéségére (Romano és mtsai 2006, Viljoen 2006).

Ezen tulmenden az élesztégombaknak nem csak a mezdgazdasagban vagy az
¢élelmiszeriparban jut szerep, egyes gombdk el6fordulnak az éllati és emberi
szervezetekben is. Fajtol és a koriilményektdl fliggden lehetnek kedvezd
hatasuak az emberi test szamara, de akar patogénné is valhatnak (pl. Candida

¢s Cryptococcus fajok) (Deak 2006, Cooper 2011, Johnson és mtsai 2011,



Schisler és mtsai 2011, Inacio és mtsai 2017). Manapsag az egészségiigy
egyik fontos problémaja, hogy bizonyos gombak tilszaporodhatnak a gyenge
immunrendszerrel  rendelkez6 betegekben vagy immunszuppresszalt
személyekben. Mindezt gyakran sulyosbitja, hogy az altalanosan hasznalt
gombaellenes szerekkel szemben rezisztensekké valhatnak e karos gombak, s
ez nagyban hozzajarul a talélésiikhoz és fertézési képességiik sikeréhez
(Pelletier és mtsai 2005, Yang és mtsai 2009, Kothavade és mtsai 2010,
Zuza-Alves és mtsai 2017). Ennek kovetkeztében egyre siirgetébb 0j gatld
szerek megtaldlasa ezekkel a betegségekkel Osszefliggd gombdk ellen.
Kiilonb6z6 kutatasok iranyulnak olyan bioaktiv szerek megtaldlasara,
amelyek gatolhatjak e korokozd gombak sejtosztodasat vagy hifas
novekedésiiket (Agarwal és mtsai 2008, Pietrella és mtsai 2011). A
vizsgalatok tobbnyire 0j szintetikus hatdéanyagok vagy természetes szerek,
mint példaul antimikotikus névényi olajok tesztelésére iranyulnak (Agarwal
¢s mtsai 2008, Pietrella és mtsai 2011). Emellett a gomba rezisztencia
probléméjanak megoldasara tovabbi lehetdség lehet a biokontroll képességgel
rendelkez6 élesztogombak vagy ezen ¢élesztégombak altal eldallitott

gombaellenes szerek vizsgalata és alkalmazasa is.

A mikrobialis kozOsségek valtozasainak hatterében ¢és egy-egy faj
tulszaporodasa mogott tobb tényezd is allhat, ilyenek példaul az eltérd
tapanyagigény, érzékenység a tobbi élesztégomba altal termelt metabolitokra
(pl. etanol) vagy az un. killer toxinokra (Schmitt és Breinig 2006). A sejtek
kozotti tavolsag szintén befolyassal van a sejtvalaszra (Arneborg és mtsai

2005).

E tulajdonsdgukat kiakndzva alkalmaznak példaul antagonista hatassal
rendelkezd bioprotekciora alkalmas élesztdgombakat mezdgazdasagi karokat
okoz6 patogénekkel szemben. Sokoldalusaguknak koszonhetéen kivald

biokontroll agens jeloltek a névényvédelemben (Loper és mtsai 2007).
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A Candida, Pichia, Metschnikowia, Cryptococcus és Pseudozyma
nemzetségekben szamos faj rendelkezik erds gombaellenes tulajdonsagokkal,
az altaluk termelt litikus enzimek, toxikus fehérjék, zsirsavak és az etil-acetat
altal potencialisan hasznalhatdoak a gombak elleni biologiai védekezésben.
Néhany élesztogombafaj kereskedelmi forgalmazasra mar rendelkezésre all a
gyumolcsoket, zoldségeket és gabonaféléket karositdé gombak pre- és
postharvest kezelésére (Fleet 2003a, Spadaro és Gullino 2004b, Breuer ¢és
Harms 2006, Passoth és mtsai 2006).

Az ¢lesztdgomba alapt biokontroll termékek jelenléte a piacon azt mutatja,
hogy haszndlatuk a novénybetegségek elleni védekezésben kereskedelmi
szempontbdl is megvaldsithatd (Jones és Prusky 2002, Janisiewicz és mtsali
2008, Junaid és mtsai 2013). Az alkalmazasukkal raadasul jelentdsen
csokkenthetd lenne kornyezetiink szintetikus vegyszerekkel torténd terhelése
is.

Ugyanakkor a természetbarat biokontroll ¢lesztégombak -elterjedését ¢€s
alkalmazasat neheziti, hogy a hatékonysagukat Kkiilonb6z6 kornyezeti
tényezOk befolyasolhatjak, ami antagonista teljesitményiik csokkenéséhez
vezet. Egy biokontroll agensnek ugyanis képesnek kell lennie talélni,
miikodni és magas csiraszamban fennmaradni abban a kozosségben és
kornyezetben, melyet a mezdgazdasagi korokozok is kedvelnek. A
homérséklet, a vizaktivitas, a pH, a novényvédd szerek/ gombadld szerek,
fém-/nehézfémionok és mas antagonista mikroorganizmusok jelenléte az
legfontosabb tényezok, amelyek befolyasoljak a biokontrollként alkalmazni
kivant faj talélését és mikodését (Kredics és mtsai 2003, Compant és mtsai
2010, Ghorbanpour és mtsai 2018).

Szerencsére a biokontroll dgensek valtozékonysaga egy olyan probléma, ami

részben lekiizdhetd példaul az élesztogombak alkalmazasanak alternativ



modszerekkel torténé kombinalasaval, antagonista hatasukat fokozo
tapanyagok alkalmazédsaval, kiilonbozé élesztogombak keverékeinek
hasznalataval, a biokontroll mechanizmus manipulalasaval, fermentacios
koriilmények optimalizalasaval. A hatékony és stressztolerans élesztégomba
biomassza eldallitasa  érdekében, az élesztégomba fiziologidjanak
megvaltoztatasaval olyan készitmények kifejlesztése is elérhetd, amelyek
lehetové teszik az ¢lesztdgomba gyors alkalmazisat ¢€s metabolikus
aktivitasuk regeneralodasat az alkalmazasuk soran. Mindemellett genetikai
modositassal is lehetséges a biokontroll hatékonysag novelése, legyen szo az
¢lesztbgomba sajat, antagonista hatasért felelds génjének/génjeinek
expressziojat  fokozo  valtoztatasokrol — vagy  akar  élesztégombak

alkalmazasarol mas él6lényekt6l szarmazd gének heterolog kifejezodésére

(Jones és Prusky 2002, Janisiewicz és mtsai 2008).

Mindezen biokontroll képességet stabilizdlo ¢és javitd megoldasok
Kifejlesztéséhez azonban alapos kutatasra van sziikség. Fel kell tarnunk a
mikrobak kozotti kolcsonhatasokat, jellemzodiket, 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 élesztégomba-
¢lesztbgomba kolcsonhatasok egy kozosségben igen osszetettek, ennek
megértéséhez még tobb természetkozeli allapotokat imitald tanulmany

sziikséges.



2 Célkituzések

Tanszékiink gytijteménye kivalo lehetéséget nyujt a kiilonbozo élesztégomba
fajok antagonista hatasanak tanulmanyozasara, mivel a vilag minden tajarol
szarmaz6 izoldtumokkal rendelkeziink. A torzsgyljteményben tobb még
leiratlan, illetve nemrégiben leirt, de kevésbé tanulmanyozott élesztégomba is
megtalalhat6. A gyljteménynek koszonhetden lehetdséglink nyilt olyan
teriiletekrél szarmazé iztolatumokat IS tanulmanyozni, melyek mikroba
kozosségeérdl még viszonylag kevés informacionk van. A trépusi orszdgokbol
a mai napig kevés mikroorganizmus keriil nemzetkozi torzsgytijteményekbe
(http://gcm.wfcc.info/, Robert és mtsai 2006, Wu és mtsai 2013, Groenewald
¢s mtsai 2017).

A munkank soran célunk volt antagonista hatassal rendelkez6 élesztégomba
izolatumok felkutatasa, azok identifikalasa, az izolatumok fonalas gombakkal
szembeni antagonista hatasmechanizmusanak tanulmanyozasa, valamint a
gylijteményben megtalalhatd, természetbdl izolalt élesztégombak egymasra

gyakorolt hatasanak vizsgalata.



3 Irodalmi attekintés

3.1 Elesztégombik szerepe a mikrobiolégiai kozosségekben

Egy kozosség folyamatos fejlodése soran megvaltoznak a kornyezeti
koriilmények, a mikrobak kolcsonhatasba Iépnek egymassal. Példaul egy faj
stimulalhatja mas fajok novekedését vagy szaporodasat azaltal, hogy
megvaltoztatja a pH-t, novekedési faktorokat termel, befolyéasolja az elérhetd
oxigén mennyiségét stb. (Viljoen 2006). Az ¢élesztégombdk szamos
okoszisztéma fontos tagjai (Buzzini €s mtsai 2017, Péter és mtsai 2017),
kiilonb6zé moédon Iéphetnek kdlcsonhatasba egy mikrobakozdsség tagjaival,
melyben ¢élnek. A kolcsonhatas tipusait tekintve beszélhetiink példaul
neutralizmusrol, kommenzalizmusr6l, mutualizmusrél, parazitizmusrol,
kompeticiorél vagy akar antibiozisrdél is (Starmer ¢és Lachance 2011,
Begerow ¢és mtsai. 2017, Inédcio és Daniel 2017, Klassen és mtsai. 2017,
Mittelbach és Vannette 2017, Yurkov és Pozo 2017). Az elmult évtizedekben
szamos olyan ¢élesztogombat izolaltak  gyiimolcsokrdl, fermentalt
termékekbdl, talajbol és egyéb természetes kornyezetbdl, melyeknek jelentds

szerepe lehet a mikrobialis kdlcsonhatasokban (Viljoen 2006).

Az antagonista hatassal rendelkezd ¢lesztogombak biokontroll szerként is
alkalmazhatoak. A mikrobioldgiai biokontroll agensek esetében a
hatasmechanizmusukat tekintve beszélhetiink indirekt ¢és a direkt
antagonizmusrol (Junaid ¢és mtsai 2013, Spadaro ¢és Droby 2016,

Ghorbanpour és mtsai 2018, Kohl és mtsai 2019).

Az indirekt antagonizmus alatt a tapanyagokért és az élettérért torténd
versengést értjiik (Kohl és mtsai 2019). A kiilonb6zé mikroorganizmusok
versengenek egymassal a tapanyagokért és a térért, ezt a kiizdelmet a

biokontroll ¢élesztégombak elsddleges hatdsmechanizmusanak tekintik



(Freimoser és mtsai 2019). Ha egy novényi korokozo sejt- és szovetelhalast
valt ki az altala megfertézott ndovényen, az elhalt szoveteket a szaprofita
¢letmoddot folytaté nem patogén mikroorganizmusok is kolonizalhatjak, ami
versenyt eredményez a tapanyagokért €s az élohelyért (Kohl és mtsai 2019).
Ebbdl kovetkezik, hogy az erésen kompetitiv mikroorganizmusok potencialis
jeloltek a bioldgiai védekezésben (Kohl és mtsai 2019). A gyiimolcsokon
keletkezett sebeken a korokozok invazidja elleni védelmének egyik mddja a
gyorsan kolonizdlo ¢lesztdgombdk bevetése a megsebzett feliileteken
(Spadaro ¢és Droby 2016). Az élesztdgombak a szénhidratok széles skalajat
képesek fogyasztani, és kedvezd koriilmények kozott gyorsan képesek
szaporodni a tapanyagban gazdag gylimolcsok sebeiben (Spadaro és mtsai

2010a).

A tapanyagok megszerzéséért valo kiizdelem egy specidlis esete a vasert
folyo kiizdelem. A vas szinte minden gomba novekedéséhez
nélkiilézhetetlen, ebbdl kifolyolag a vasért vald versengésrdl a kutatdék ugy
gondoljak, hogy jelentds szerepet jatszik a betakaritdas utani korokozok
biokontrolljaban  (Saravanakumar ¢és mtsai 2008). A  mikrobak
szaporodasaban nehezit6 tényezO lehet a vas korlatozott hozzaférhetosége,
mely a Fe3" ionok alacsony oldhatosaganak koszonhetd (Kohl és mtsai
2019). A vas megszerzésére példaul szamos mikroorganizmus kiilonféle kis
molekulatomegli szideroforokat allit eld, melyek nagy affinitassal kdtddnek a
vashoz (van Loon 2000). A bioldgiai védekezésben azok a mikrobialis
torzsek alkalmazhatoak, amelyek képesek nagy mennyiségii, a vashoz nagy
affinitassal kotddo szideroforok termelésére (Kohl és mtsai 2019). A
biokontroll élesztégombak esetében a vasért folytatott versengés fontos

hatdsmechanizmusként ismert (Spadaro és Droby 2016).

A tapanyag megszerzése mellet a kolonizaldo képesség is fontos szerepet

jatszhat a betakaritds utani novényi korokozokkal szembeni védelemben. A
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kiilonb6z6 mikrobak altali biofilm képzés egy specidlis, €s rendkiviil sikeres
stratégia a térért vald versengésben (Freimoser és mtsai 2019). A
gyumolcsfeliilleteken torténd sikeres megtelepedéshez az antagonista
mikrobanak képesnek kell lennie arra, hogy olyan specifikus
tulajdonsagokkal  rendelkezzen, amelyek eldsegitik a  tapadasat,
megtelepedését és szaporodasat ezeken a feliileteken. A legtobb esetben ez a
tulajdonsag egy biofilm képzéséhez kapcsolodik. A biofilm kialakitdsanak
képessége is egy hatékony hatasmechanizmus a biokontroll élesztégombak

esetében (Freimoser és mtsai 2019).

A tapanyagokért és a térért vald versengés akkor lehet hatékony biokontroll
mechanizmus, ha az antagonista ¢€l6lény kelld mennyiségben, megfeleld
idében ¢és helyen van jelen, valamint a korlatozott erdforrasokat
hatékonyabban tudja felhasznalni, mint a korokoz6 (Spadaro és Droby 2016,
Ghorbanpour és mtsai 2018).

Az ¢élesztogombak termelhetnek kiilonb6z6 antimikrobialis vegyiileteket,
melyekkel kozvetleniil akadalyozzdk mas mikrobak szaporodasat,
novekedését, terjeszkedését. Ez esetben mar direkt antagonizmusrol

beszéliink (Junaid és mtsai 2013).

Az élesztégombak termelhetnek tobbek Kkozott kiilonbozé sejtlizist okozd
enzimeket (pl. gliikkanaz, kitinaz, proteaz) (Spadaro és Droby 2016, Freimoser
¢s mtsai 2019). Szamos sejtroncsold hatast kiilonbozd enzimet termeld
¢lesztdgombardl szdmoltak mar be a kutatok az elmult években (Spadaro és
Droby 2016, Ghorbanpour és mtsai 2018, Freimoser és mtsai 2019). Emellett
illékonyvegyiileteket, killer toxinokat eldallitd élesztdgombak is ismertek

(Spadaro és Droby 2016).
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A Pichia membranifaciens példaul két killer toxint (PMKT és PMKT2) képes
termelni, amelyek aktivak a romlast okoz6 €élesztdgombak és fonalas gombak

ellen (Santos és mtsai 2009).

Szamos gombafaj termel illékony gombaellenes anyagokat (Mari és mtsai
2012). E vegyiiletek termelésére képes gombak potencialisan felhasznalhatok
gombaellenes szerként (Spadaro és Droby 2016).

Az indirekt és direkt antagonizmus mellett érdemes megemliteni az
¢lesztdgombak indukalt rezisztencidban betoltott szerepét 1s. Egyes
biokontroll ¢€lesztdgombak ugyanis szisztémads rezisztenciat valthatnak ki a
novényekben a korokozok széles korével szemben, e tulajdonsaguk pedig

hozzajarulhat a biokontroll tevékenységiikh6z (Freimoser és mtsai 2019).

Az ¢lesztdgombak ¢€s a kiilonb6z6 mikrobakdzosségek tagjai kozott kialakult
kolcsonhatasokat  (szimbidzis, mutualizmus, kommenzalizmus, stb.)
sikeresen aknazzak ki az iparban is (Viljoen 2006). Kevert mikrobiologiai
populéciokat alkalmaznak az iparban az iz fokozasara, a magasabb hozam
eléréséhez, a pH csokkentésére, ami altal megeldzik a nem kivanatos
mikrébak megjelenését, valamint azért, hogy stabilitast teremtsenek, vagy
elérjék a kivant a fizioldgiai tulajdonsagokat. Az élesztégombak ezeknek
szerves részei, szamos mechanizmussal és tevékenységgel jarulnak hozza a
mindség megtartasdhoz (Viljoen 2006, Fleet 1998, 2007, Johnson ¢és
Echavarri-Erasun 2011, Tamang és mtsai 2016, Arevalo-Villena és mtsai
2017).

Példaul a Pichia stipitis és Saccharomyces cerevisiae k6zos tenyészetben
torténd  alkalmazasa magasabb etanol kihozatalt eredményez a
mezdgazdasagi hulladékbol szarmazé gliikkdz és xiloz egyiittes fermentacioja

soran (Grootjen és mtsai 1991).

12



Az Endomycopsis fibuliger és Candida utilis egyiittes alkalmazasa pedig
magasabb egysejtes fehérje kihozatalt eredményez a keményitd tartalmu
szennyviz kezelése soran azaltal, hogy az E. fibuliger dextrinekké és alacsony
molekulatdmegili cukrokka hidrolizalja keményitot, amivel felszabaditja a C.
utilis szamara hasznosithaté anyagokat (Jarl 1969, 1971).

Az ¢élesztégombak emellett olyan fermentacioval késziild élelmiszerek
mikroba kozosségének is fontos részei, mint példaul a kovaszos kenyér,
kiilonbozd erjesztett tejtermékek, szojaszosz, gabonafélék, a sor vagy a bor
(Fleet 1998, 2007, Viljoen 2006, Johnson és Echavarri-Erasun 2011, Tamang
¢és mtsai, 2016 Arevalo-Villena és mtsai 2017).

E fermentalt élelmiszerek eldallitasaban a baktériumok, és azon belil is
tulnyomorészt a tejsavbaktériumok jatszak a legfontosabb szerepet (Tamang
¢s mtsai 2016). A tejsavbaktériumok kiilonb6z0 szerves savakat termelnek,
amelyek a kozeg pH-értékének csokkenéséhez vezetnek. Ez gatolja a
nemkivdnatos korokozok szaporodasat, és eldsegiti az ¢élesztdgombak
novekedését. Ezért a tejsavbaktériumok és az élesztdgombak kozotti
kolcsonhatds, amelyet szamos fermentalt ¢élelmiszerben ¢&s italban
alkalmaznak, alapvet6 szerepet jatszik e termékek tartositasaban. Ezekben az
okoszisztémakban az ¢lolények versenyezhetnek példaul ugyanazért a
tapanyagért, vagy akar el6 is segithetik egymas novekedését (Viljoen 2006).
A kenyérkovaszban példaul tejsavbaktériumok (Lactobacillus sanfrancisco)
¢és élesztbgombak (Saccharomyces cerevisiae és Saccharomyces exiguus)
¢lnek egyiitt (Tamang és mtsai 2016). A Lactobacillus fajok elsddlegesen a
maltozt hasznositjdk. Ebbdl a tevékenységbdl felszabaduld gliikozt igy az
¢lesztok tudjak fermentalni. Mivel a S. exiguus torzsek nem képesek maltozt
hasznositani, ez a szakasz leginkdbb kommenzalizmusnak tekinthetd. Normal

fermentacidos koriilmények kozott az éleszték a maltdéz lebontasabol
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felszabaduld gliikozt hasznositjdk, melynek eredményeképpen COo-t
termelnek a kelesztéshez (Steinkraus 1979, Sugihara 1985).

A szodjaszoész eldallitasanak elsé szakaszaban a keményité enzimatikus
hidrolizise megy végbe az Aspergillus oryzae vagy az Aspergillus sojae aerob
tevékenysége altal (Sugiyama 1984). Ezt kovetden az elsé szakaszbol
felszabaduld egyszeri cukrokat a Lactobacillus delbrueckii, Pediococcus
halophilus és Zygosaccharomyces rouxii fajok fermentaljak anaerob modon.
A tejsavbaktériumok tejsavat termelnek, ami csokkenti a pH-t, eldsegitve a Z.
rouxii novekedését, ami erbteljes alkoholos fermentaciét eredményez
(Sugiyama 1984).

Szamos ¢€lesztdgomba része a sajtok starterkultirgjanak is (Tamang és mtsai
2016). Proteolitikus (Besangon és mtsai 1992) és lipolitikus (Siewert 1986)
aktivitasukkal, aromakomponensek képzésével és az érlelésben vald
részvétellel (Tamang és mtsai 2016) jarulnak hozza a végtermék sajatos
jellegéhez. Az ¢élesztégombak a sajtokban jelen 1évd tejsavat hasznositva
novelik a kozeg pH-jat, és olyan novekedési faktorokat valasztanak ki,
amelyek elOsegitik a  Brevibacterium linens szaporodasat, ami

elengedhetetlen a ruzsfloraval késziilt sajt érleléséhez (Marth 1978).

Végiil, de nem utolsé sorban tobb gombafaj, igy az ¢élesztdgombak is
lehetnek humanpatogének (Deak 2006, Cooper 2011, Inacio és mtsai 2017).
A humanpatogén gombdk gyakran stlyos fertdzéseket okoznak, elsésorban
immunhidnyos személyeknél, ezzel jelentdsen hozzijarulva e személyek

morbiditasahoz és mortalitasahoz (Carreras és mtsai 2011).

A legismertebb opportunista humanpatogén élesztégomba a Candida
albicans, mely az emberi kandidiazis koriilbeliil 50-90%-aért felel6s
(Martins és mtsai 2014). Tanulmanyok szamolnak be arrdl, hogy a gombas
szepszist gyakran a nem albicans fajok, mint példaul a Candida auris,

Candida tropicalis, Pichia kudriavzevii (Candida krusei), vagy mas nem
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Candida fajok, mint a Naganishia albida (korabban Cryptococcus albidus)
vagy a Kodamaea ohmeri okozhatjak (Lee és mtsai 2004, Pfaller és mtsai
2008, Yang és mtsai 2009, Kothavade és mtsai 2010, Al-Sweih és mtsai
2011, Nagarathnamma és mtsai 2017, Tashiro és mtsai 2018, Vivas és mtsai
2016, Gharehbolagh és mtsai 2017, Osei Sekyere 2018). A Naganishia
albidat izolaltak transzplantacion atesett paciensekbdl és kiillonbozo 16ziokbol
(Lee és mtsai 2004, Gharehbolagh és mtsai 2017). A Pichia kudriavzevii
pedig az 6todik leggyakoribb oka a kandidémias fertézéseknek, mely fajt
kiilonféle foldrajzi régidkban is izolaltadk hematoldgiai-onkologiai vagy
ujsziilott osztalyokon (Pelletier és mtsai 2005, Pfaller és mtsai 2008,
Nagarathnamma és mtsai 2017). Kodamaea ohmeri sejteket csecsemobdl és
Ujsziilottbol, 16ziokbal és vérbdl is kimutattak (Yang és mtsai 2009, Al-Sweih
¢s mtsai 2011, Vivas és mtsai 2016, Tashiro és mtsai 2018). A tropusi
orszagokban a C. tropicalist izolaljak az egyik leggyakrabban a
kandidémiaban ¢és kandiduridban szenvedé emberekbdl (De Aguiar Cordeiro
¢s mtsai 2015). Ez a gomba embert ¢s allatokat egyarant képes megfertdzni,
emésztorendszeri invaziokat vagy iziileti gyulladasokat okozva (Kothavade
¢s mtsai 2010, De Aguiar Cordeiro és mtsai 2015, Zuza-Alves és mitsai
2017). A kandidémiat okozo fajok eléfordulasi gyakorisaga fligg, az adott
régiotol, a betegek ¢életkoratél vagy az orvosi beavatkozasok tipusatol
(Martins és mtsai 2014). A nem albicans Candida vagy mas élesztdgomba
fajok altal okozott fert6zések szama jelent6sen megndtt az elmult években.
Ezek a fertézések nagy kihivast jelentenek az egészségiligyi szektorban, mivel
ezek a humanpatogén gombak erés virulenciaval rendelkeznek, és gyakran
ellendllnak az altalanosan alkalmazott gombaellenes kezeléseknek (Kunyeit

¢s mtsai 2019).
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3.2 EKlesztégombak rendszerezése

Az élesztégombak esetében a fenotipusos kiilonbségeken (sporaképzés, sejt
alakja, mérete), fiziologiai kritériumok (szén- ¢és nitrogénforrasok
hasznositasa, szaporodasi tesztek) és a reprodukcié modjan alapulo faji szinti
elkiilonités egészen a kilencvenes évekig meghatarozo volt (Barnett 2004). A
hetvenes évektél kezdve azonban egyre inkabb alapkdvetelménnyé valt a
molekuléris bioldgiai modszerek alkalmazasa, mivel az O6rokité anyag
elemzésén alapuld eljarasok fliggetlenek az ¢élesztégomba fiziologiai
allapotatol (Kurtzman 1993, Kurtzman és Robnett 1998, Barnett 2004).
Ebbdl kifolyolag az élesztdgombdk azonositasa €s rendszerezése jelentds
atalakulason ment keresztiil az elmult évtizedekben. A fajmeghatarozasra
hasznalt fentotipusos vizsgalatok, amelyek sokszor pontatlanok, napjainkra
kiegésziiltek a riboszomalis RNS kis- (SSU) és nagy alegységét (LSU)
kodold gének, valamint az ITS (internal transcribed spacer) régié szekvencia
elemzésén alapuld modszerekkel. A génszekvencidk alapjan végzett
filogenetikai elemzése vezetett az ¢élesztdgombak rendszerezésének

feliilvizsgalatahoz, amely majdnem minden nemzetséget érint.

A Wheeler és Meier altal szerkesztett 2000-ben megjelent konyvbél, melyben
a kiilonbozé fajkoncepciokat targyaljak, kideriil, hogy nincs altalanosan
alkalmazhat6 fajkoncepcio (Wheeler és Meier 2000. Species concepts and
phylogenetic theory: a debate. Columbia University Press). Ami kiilondsen
igaz a karakterszegény, nem kizardlagosan szexualisan szaporodo
mikroorganizmusok esetében, mint amilyenek példaul az élesztégombak is.

Annak eldontéséhez, hogy egy torzs egy adott fajhoz tartozik-e, fontos
ismerni a torzsek hasonlosagat az adott fajon beliil (Vu és mtsai 2016). A
torzsek élesztogombafajokon beliili hasonlosaganak vizsgalatarol korabban

szamos tanulmany beszamolt (Peterson és Kurtzman 1991, Kurtzman és
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Robnett 1998, Fell és mtsai 2000, Scorzetti és mtsai 2002, Sugita és mtsai
2002, Kurtzman 2014). Ezekben a tanulmanyokban az élesztégombafajok
megkiilonboztetésére szolgald kiiszobérték megadasat a mar eldzetesen
meghatarozott élesztégombafajok fajon beliilli torzseinek hasonlosagara
alapozva adtak meg a kutatok. Mig Vu és munkatarsai 2016-ban megjelent
cikkében a szerzok a faji szintli taxonémiai hatart ugy hataroztak meg, hogy a
fajok kozotti hasonlosaghoz rendeltek hozza egy hatarértéket. A kutatok
végiil azt a kovetkeztetést vontak le, hogy egy élesztégomba faj torzsei 1%-
nal kisebb eltérést mutatnak mind az ITS, mind az LSU régiokban, mely

Osszhangban a van a korabbi tanulmanyok eredményeivel.

Mint ahogy a fentiekbdl kideriilt, az egyes ¢élesztdégomba torzsek gyors
azonositasira ma mar rutinszeriien hasznaljuk a riboszomalis RNS nagy
adodo kiilonbségeket, mely régid igencsak konzervalt (Kurtzman és Robnett
1998, Scorzetti és mtsai 2002, Lachance 2018).

Az LSU mellett az ITS régiot szintén alkalmazzak az aszkomikota gombak
azonositasara (Schoch és mtsai 2012, Kurtzman és mtsai 2018). Az ITS régio
(internal transcribed spacer, ITS1, 5.8S rDNA ¢és ITS2) a riboszomalis kis-
(SSU 18S) és nagy (LSU 26S) alegységeket kodolo gének kozott helyezkedik
el a riboszomalis RNS-t kddold6 DNS egységén belill, mely a gombak
tilnyomé  tobbségében hosszi egymas utani ismétlédé  blokkokba
rendez6dott egységet alkot. Multigén csalad tagjaként ezek az egységek
Osszehangolt evolucionak vannak kitéve, amely a szekvenciaikat
homogenizalja (Ganley és Kobayashi 2007). A riboszomalis RNS-t kodolo
DNS cisztronok nagyon sokszor ismétlddnek a genomban azért, hogy
elegendd rRNS termelddhessen/alljon rendelkezésre, amikor nagy sziikség
van a riboszomakra. A legtobb olyan fajnal, melyeknél a molekularis adatok

rendelkezésre 4llnak, a riboszoOmalis RNS-t kodolé DNS cisztronok

17



jellegzetes intergenikus régiokkal vannak koriilvéve, egymas utani
ismétlédésekbe tomoriilnek (riboszomalis RNS-t kddolo DNS-ismétlddések)
folytonos tomboket alkotva (Torres-Machorro és mtsai 2010). A nagyszamu
ismétlédések ellenére a nukleotid polimorfizmus a riboszomalis RNS-t
kodold DNS sorozaton beliil szokatlanul nagyon alacsony (példaul Ganley és
Kobayashi 2007).

Az 6sszehangolt evolucid altal (Zimmerés mtsai 1980, Elder és Turner 1995)
az ismétlodések a tombon beliil evolucids idéléptékben hosszutavon is
egységesek maradnak. Ez biztositja, hogy az egyik ismétlédésben fellépd
mutacid eltlinjon vagy szétterjedjen a tombon beliil, mig nem teljesen
fixalodik.

Az ITS régiok egyiitt irddnak at az rRNS-t kodolo génekkel a cisztronon
beliil, de az altaluk kodolt szakasz végiill nem lesz része az érett
riboszomanak. Egy specifikus hasitasi eljarassal, amelyet maga az ITS
transzkriptum masodlagos szerkezete katalizal, kivagodik a riboszomalis
prekurzor RNS-bél (pre rRNS) (Venema és Tollervey 1999, Coleman 2015).
Emiatt az ITS régiok evoluciésan semlegesen fejlédnek (Schlotterer és mtsai
1994), ami alkalmassa teszi ¢ket, mint genomikai markereket, taxonomiai
identifikaciora és filogenetikai rekonstrukciora. (Hillis és Dixon 1991). Mivel
a szekvencia hasonldésaguk nagyobb fajon beliil, mint fajok kozott, ezért az
ITS régi6 a gombak hivatalos barkodja lett a kozelmultban (Schoch és mtsai

2012, Wijayawardene és mtsai 2020).
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3.3 A Metschnikowia nemzetséghez tartozé pulcherrimin termeld

izolatumok rendszertani torténete

A Metschnikowiaceae csalad jelenleg harom nemzetséget foglal magaba,
ezek a Clavispora, Kodamaea és a Metschnikowia (Wijayawardene és mtsai
2020). A csalad elkiiloniilése a Debaryomycetaceae kladtol nem egyértelmi
¢s még jelenleg is tisztazasra var (Shen és mtsai 2016, Wijayawardene és
mtsai 2020). A Metschnikowia nemzetséget tobb mint 100 évvel ezelott irtak
le (Kamienski 1899) (Kurtzman és mtsai 2018). A fajok tobbsége jellegzetes
hosszu, tii alaka aszkosporakat képez. A csoport tagjai vilagszerte elterjedtek,
a szarazfoldi fajok tobbnyire viragokrol, gylimolcsok felszinérdl szarmaznak.
Emellett a Metschnikowia bicuspidata klad tagjai a sorak (Artemia spp.)
parazitai. A M. pulcherrima klad pedig kiilondsen értékes a mezdgazdasag
szamara, mivel a M. pulcherrima és a M. fructicola biokontroll-szerként
hatékonyan gatolja a fonalas gombak altal okozott postharvest rothadasokat a

tarolt gylimolesokon (Kurtzman és mtsai 2018).

Mig az élesztbgomba fajokat XX. szazadban a metabolikus kiilonbségek
alapjan kilonitették el egymastol, a kozelmultban végzett vizsgalatok
kimutattak, hogy e klasszikus karakterek kozott sok esetben megfigyelhetd,
hogy a kiilonb6z6 taxonokban egymastol fiiggetleniil parhuzamosan alakultak
ki (Shen és mtsai 2016). Az élesztégomba izolatumok DNS alapu
filogenetikai elemzése minden taxont érint, mely alol a Metschnikowia
nemzetség sem kivétel. Tobbek kozott ennek is kdszonhetd, hogy évrdl évre
valtozik a nemzetségbe sorolt fajok szama. Jo példa erre Kurtzman 2018-ban
kozolt cikke (Kurtzman és mtsai 2018). A kutatocsoport tagjai molekularis
biologiai modszerekkel Ujravizsgaltak tobb torzsgylijteményi izolatumot,
melyeket sok évvel korabban fenotipusuk alapjan M. pulcherrima vagy

Metschnikowia reukaufii néven azonositottak. A vizsgalatok eredményeként
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igy példaul 4 4j Metschnikowia faj keriilt leirasra, koztiikk a pulcherrimint

termel6 Metschnikowia rubicola (Kurtzman és mtsai 2018).

Pitt és Miller 1968-ban kozolt cikkébdl tudjuk, hogy a pulcherrimin termeld
¢lesztégombakrol az elsé leirasok a mult szazad elején sziilettek (Lindner
1901) (Pitt és Miller 1968). E két kutatd a korabban Candida pulcherrima-
ként leirt fajt sporaképzésének modja alapjan () név: Metschnikowia
pulcherrima) a Metschnikowia nemzetségbe sorolta. Ily modon a két kutatod
egységesitette a pulcherrimin pigmentet termel6 élesztégombak nevezéktanat

és rendszertanat.

A Metschmikowia pulcherrima csoportban jelenleg kilenc olyan faj ismert,
amelyek mindannyian képesek pulcherrimin eldallitasara (M. andauensis, M.
citriensis, M. fructicola, M. persimmonensis, M. pulcherrima, M. rubicola,
M. shanxiensis, M. sinensis, M. ziziphicola) (Sipiczki 2020). Itt meg kell
jegyezni, hogy a M. persimmonensis filogenetikai helyzete bizonytalan, mert
a riboszomalis RNS géneket kodolo DNS szekvenciai (D1/D2, ITS és 18S)
kiilonb6zé fajok tipustorzseinek szekvenciaival mutatjak a legnagyobb
hasonlosagot, emellett rendszertani leirasa sem teljes, de a M. citriensis

esetében is hasonld problémak meriiltek fol (Sipiczki 2020).

A pulcherrimin termelé élesztdgombakat korabban a hagyomanyos
asszimilacios és szaporodasi tesztek, valamint a 26S riboszomalis RNS gén
ezeknek a ma is hasznalt modszereknek az eredményei a fajok természetes
valtozékonysaga miatt néha nagyon bizonytalanok (Kurtzman és Robnett
1998, Kang és mtsai 2017, Kurtzman és mtsai 2018). Erre jo példa a
Metschnikowia nemzetség pulcherrimin termeld csoportjanak asszimilacios
tesztekre adott valasza. Kurtzman és Droby (2001) példaul megallapitotta,

hogy a M. pulcherrima és a M. fructicola ugyanolyan valaszt ad az
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¢lesztbgomba  taxondmidban  Aaltalanosan  alkalmazott  standardizalt

fermentacids és asszimilacios tesztekre.

Ez a nagyfoku fajok kozotti hasonlosag, valamint a fajon beliili variabilitas
jellemzi a fajcsoport tobbi tagjat is (Molnar 2005, Xue és mtsai 2006,
Lachance 2011, 2016, Kurtzman és mtsai 2011, 2018). Ezek az adatok azt
sugalljak, hogy az asszimilaciés tesztek eredményeit nem szabad e fajok

azonositasakor alapvet6 szempontnak tekinteni.

A Metschnikowia fajok leirasa a hagyomanyos asszimilacios tesztek és 26S
riboszémalis RNS-t kédoldé DNS nagy alegységének D1/D2 doménjének
elemzése alapjan tortént. Azonban Sipiczki és munkatarsai (2013) felvetik
annak a lehet6ségét, hogy a pulcherrimin termelé csoport bizonyos tagjai
kozott a faji hatarok nem olyan egyértelmuiek. Két faj 26S riboszémalis RNS
gén DI1/D2 doménjének szekvencia vizsgalata soran (M. fructicola, M.
andauensis) az egy telepbdl kiindul6 DNS izolalast kovetéen felszaporitott
riboszémalis RNS-t kodol6 DNS szakaszt klonozva meglepd modon azt
tapasztaltak, hogy egy izolatumon beliil is nagy lehet a véltozatossag. A két
tipustorzsb6l szarmazo klonozott szekvenciak egymassal keveredve alkotnak
kisebb csoportokat a térzsfan, vagyis nem kiiloniilnek el jol egymastol. Ez azt

jelenti, hogy a tipustorzsek D1/D2 doménje igencsak heterogén.
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3.4 A pulcherrimin termelé Metschnikowia fajok jellemzése

3.4.1 A pulcherrimin termelé Metschnikowia izolatumok szerepe a

gyiimolcsok és zoldségek védelmében

A Metschnikowia nemzetség pulcherrimin termel6 tagjai koziil a mai napig a
M. pulcherrima (Piano és mtsai 1997, Janisiewicz és mtsai 2008, Spadaro és
mtsai 2010ab, De Curtis és mtsai 2012, Tiirkel és mtsai 2014, Oro és mtsai
2018, Wachowska és mtsai 2018, stb.), a M. fructicola (Kurtzman és Droby
2001, Karabulut és mtsai 2005, Hershkovitz és mtsai 2013, Banani és mtsai
2015, Lorenzini és mtsai 2018, stb.), a M. andauensis (Manso és Nunes 2011,
2014), a M. citriensis (Liu és mtsai 2019) és a M. persimmonesis (Kang és

mtsai 2017) fajok antagonista hatasat tanulmanyoztak a kutatok.

A M. fructicola felhasznalasaval névényvédo szer is késziilt, mely a kétezres
évek elején Kkeriilt kereskedelmi forgalomba (Shemer™; Metschnikowia

fructicola, Bayer Crop Science, AG).

Az élesztégombakat alkalmazhatjuk mind a sziiretelést koveté 1n.
postharvest, mind a betakaritast megel6zé (preharvest) idGszakban is
(Karabulut és mtsai 2003). Valamint lehet6ség van akar integralt
hasznalatukra is, mivel bizonyos peszticideknek (kén, réz, -etanol,
acibenzolar) minimalis negativ hatasa van rajuk. Mi tobb, a kiilonb6z6
vegyszerekkel torténd egyiittes hasznalatuk (pl. natrium-hidrogén-karbonat,
CaCly) novelheti is a novénypatogénekkel szembeni hatékonysagukat
(Spadaro és mtsai 2004a, Comitini és Ciani 2008, Csutak és mtsai 2013,
Cordero-Bueso és mtsai 2014, Grangeteau és mtsai 2017). Ezen kiviil a még
hatékonyabb védelem érdekében kombinalhatjuk Oket egyéb antagonista
mikrobakkal, mint példaul a Papiliotrema laurentii (korabban: Cryptococcus
laurentii) (Janisiewicz és mtsai 2008, Conway ¢és mtsai 2005) vagy Kloeckera

apiculata (ivaros alak Hanseniaspora uvarum) (Karabulut és mtsai 2005).

22



A szoban forgd élesztégombakat a novénypatogének szamos képviseldjével
szemben tesztelték a kutatok. A mezdgazdasagi kartevok koziil hatékonyan
veszik fel a versenyt a sziiretelést kovetéen fellépd postharvest patogének
koziil példaul az Aspergillus carbonarius (Bleve ¢és mtsai 2006, Tiirkel és
Ener 2009, De Curtis és mtsai 2012, Oro és mtsai 2018), az Aspergillus
clavatus (Sipiczki 2006), az Aspergillus flavus (Tirkel és Ener 2009), az
Aspergillus fumigatus (Tiirkel és Ener 2009), az Aspergillus flavipes (Sisti és
Savini 2014), az Aspergillus oryzae (Tirkelés mtsai 2014), az Aspergillus
parasitian (Tirkelés mtsai 2014), az Aspergillus rubrum, az Aspergillus
terreus, az Aspergillus versicolor (Sisti és Savini 2014), a Botrytis cinerea
(Piano és mtsai 1997, Sipiczki 2006, Ruiz-Moyano ¢s mtsai 2016, Oro és
mtsai 2018), a Colletotrichum acutatum (Conway és mtsai 2005, Oro és mtsai
2018), a Gilbertella persicaria (Sipiczki 2006), a Monilinia fructicola
(Banani és mtsai 2015, Oro és mtsai 2018), a Monilinia laxa (Zhang és mtsai
2010, Oro és mtsai 2014a, Ruiz-Moyano és mtsai 2016), a Monilinia spp.
(Spadaro és mtsai 2002), a Mucor circinelloides (Sipiczki 2006), a Mucor
piriformis (Sipiczki 2006), a Penicillium digitatum (Kinay és Yildiz 2008,
Hershkovitz és mtsai 2013, Oro és mtsai 2018), a Penicillium expansum
(Spadaro és mtsai 2002, Karabulut és mtsai 2005, Janisiewicz és mtsai 2008,
Liu és mtsai 2011, de Paiva és mtsai 2017), a Penicillium glabrum (Sinigaglia
¢s mtsai 1998), a Penicillium italicum (Manso és Nunes 2011, Tirkel és
mtsai 2014), a Penicillium roqueforti (Tiirkel és mtsai 2014), a Rhizopus
stolonifer (Sipiczki 2006, Manso és Nunes 2011), a Rhizopus sp. (Tirkel és
mtsai 2014) fajokkal szemben.

A pigmenttermel6é Metschnikowia élesztdgombak a legeredményesebb gatlast
a sziirkepenészes rothadast okozo B. cinerea ellen érik el, mig példaul az
Alternaria sp. (Karabulut és mtsai 2003, Spadaro és mtsai 2002), Alternaria

alternata (Oro és mtsai 2018, Prendes és mtsai 2018), Aspergillus niger
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(Karabulut és mtsai 2003, Bleve és mtsai 2006, Sipiczki 2006, Tiirkel és Ener
2009, Tirkel és mtsai 2014), Fusarium sp. (Tirkel ¢és mtsai 2014)

patogénekkel szemben kevésbé tudjak felvenni a versenyt.

A Metschnikowia élesztdgombak elénye, hogy tobbféle gyiimdlcs tarolasa
soran is alkalmazhatéak a postharvest patogénekkel szemben. Legyen szo
kiilonb6z6 alma terméstiekrdl: alma (Manso és Nunes 2011, Spadaro és mtsai
2002, 20044, 2010a, 2013, Conway és mtsai 2005, Janisiewicz és mtsai 2001,
Piano és mtsai 1997), korte (Manso és Nunes 2011, Sipiczki 2020), vagy
csonthéjasokrol: Gszibarack (Zhang és mtsai 2010, Banani és mtsai 2015),
nektarin (Ruiz-Moyano és mtsai 2016), cseresznye (Karabulut és mtsai 2005,
Oro és mtsai 2014b, de Paiva és mtsai 2017); citrusfélékrél: narancs,
mandarin, grapefruit (Kinay és Yildiz 2008, Manso és Nunes 2011,
Hershkowitz 2013, Parafati és mtsai 2016); vagy ugynevezett bogyods termést
gylimolcsokrél mint példaul a sz6l6 (Karabulut és mtsai 2003, Parafati és

mtsai 2015) vagy az eper (Oro és mtsai 2018).

Ezen feliil egyes Metschnikowia fajok képesek bizonyos humanpatogének
szaporodasat is visszaszoritani in Vvitro petri-csészén: Candida albicans,
Candida parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei (Tiirkel és Ener 2009, Csutak
¢s mtsai 2013, Robledo-Leal és mtsai 2018); Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton shoenleinii, Trichophyton violaceum, Trichophyton tonsurans
(Sisti és Savini 2014); Trichosporon mucoides, Trichoderma spp. (Tiirkel és
Ener 2009); Proteus vulgaris (Tiirkel és Ener 2009); Salmonella enterica,
Listeria monocytogenes (Leverentz és mtsai 2006); Escherichia coli (Sipiczki
2006).
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3.4.2 A pulcherrimin termelé Metschnikowia izolatumok antagonista

hatasmechanizmusa

A Metschnikowia nemzetség egyes tagjai voroses-gesztenyebarna pigmentet
(pulcherrimin) termelnek, amely egy diffizibilis szintelen eléanyagbol alakul
ki. A pigment felhalmozodik az élesztégombak koriil a taptalajban egy
pigmentalt udvart létrehozva. A zona hatarat elérve a gylimolesok
postharvest romlasat okozo fonalas gombak ndvekedése megtorpan, igy azok
bizonyos ideig nem képesek tovabb terjeszkedni az élesztdgomba altal
képzett telep iranyaba (Sipiczki 2006, Sipiczki 2020). A zoénat elérve a

fonalas gombak altal képzett hifdk végeiken lizalnak, novekedésiik leall.

A nagyobb pigmentalt udvart kialakito élesztégomba izolatumok nagyobb
gatlo zonat képeznek a fonalas gombakkal szemben. Ez mar 6nmagaban is
bizonyitja a pulcherrimin pigment és az antagonizmus kozotti dsszefliggést.
A mesterségesen létrehozott pigmentet nem termelé mutansok pedig nem

képesek gatolni a fonalas gombak novekedését (Sipiczki 2006).

A Metschnikowia pulcherrima altal termelt pulcherrimin vizsgalataval,
szerkezetének meghatarozasaval mar a mult szazadban is foglalkoztak a
kutatok. Mar akkor kideriilt, hogy az anyag nagyon kiilonbozik a korall
rozsaszin vagy voOrds pigmentektdl (ezek altaldban zsirban oldodo
karotinoidok), amelyeket a kromogén élesztégombak gyakran termelnek
(Punkari és Henrici 1933, Kluyver és mtsai 1953). Kluyver 1953-ban
megjelent cikkében (Kluyver és mtsai 1953) felmeriilt, hogy talan sziderofor
(szideroforok: olyan kelat képzd anyagok, melyek segitségével a vas sejtbe
valo transzportja megvalosul) lehet a szoban forgd vegyiilet, de a késObbi
vizsgalatok ezt is cafoltak (Cook és Slater 1956, MacDonald 1965). Ezen

kiviil Sipiczki 2006-0s cikkében ravilagit arra, hogy a szideroforoktol eltérd
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modon a pulcherrimin képzédése soran megkati a vasat és immobilizalodik a

taptalajban.

A pulcherrimin egy dibazikus, diffizibilis szintelen elGanyagbol, az
ugynevezett pulcherriminsavbol alakul ki spontan modon, tehat nem
enzimatikus reakciok révén. A prekurzor lehetséges keletkezésének modjat,
melynek alap épit6 eleme a leucin, MacDonald irta le 1965-ben (MacDonald
1965). Az 1. abra. A pulcherriminsav keletkezésének 1épései (MacDonald
1965 alapjan, sajat szerkesztés) szemlélteti a folyamatot, mely MacDonald
eredményei szerint a sejten beliil jatszodik le. Ezt a feltételezést erdsitheti
meg Sipiczki megfigyelése, aki a kovetkezd kisérletet hajtotta végre. Leucint
nem tartalmaz6 taptalajra oltott egy leucin auxotrofiaval rendelkezd
Schizosaccharomyces pombe torzset, mely mellé egy pulcherrimin termel6
izolatumot helyezett. A leucin eldallitasara nem képes S. pombe torzs nem
tudott szaporodni a Metschnikowia izolatum jelenlétében (Sipiczki 2006). Ez
az eredmény arra utalhat, hogy a pulcherriminsav alapvet6 épité eleme a
leucin nincs jelen a taptalajban, tehat a prekurzor el6allitisa nem a sejten

kivil torténik.
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1. abra. A pulcherriminsav keletkezésének 1épései (MacDonald 1965 alapjan, sajat
szerkesztés)

Az eldanyag a taptalajban diffiz modon terjed, majd vas ionnal (Fe®")
talalkozva oxigén jelenlétében komplexet alkot, aminek kovetkeztében

mobilitasat elveszti (MacDonald 1965). Az igy keletkezett nagy

26



molekulatomegii pigment vizben ¢és szerves savakban oldhatatlan (Kluyver
Kluyver és mtsai 1953, Cook és Slater 1954).

A pulcherrimin képzddését az elmult évtizedekben tobb szempontbol is

vizsgaltak.

A vas jelenléte a taptalajban példaul elengedhetetlen a pigment képz6déséhez
(Punkari és Henrici 1933). Roberts (1946) pedig ramutatott arra, hogy minél
tobb a taptalaj vas tartalma (vas (I11)-ammonium-citrat, vas (I11)-ammonium-
szulfat), annal er0sebb a pigment szinének intenzitasa és ezzel ellentétes a
pigment Kiterjedése a tapkozegben. Sipiczki (2006) tropolonnal végzett
kisérlete pedig szintén igazolja, hogy a pigment képzddéséhez vas jelenléte
sziikséges. A tropolonrdl tudni lehet, hogy nagy affinitassal kétédik a vashoz
(Diouf és mtsai 2002). Tropolon jelenlétében a Metschnikowia altal képzett
kolénia nem valt pirossa, és nem alkotott pigmentalt udvart az agarban

(Sipiczki 2006).

Némcova (2021) kutatocsoportjanak Raman-spektroszkopias eredményei
pedig azt bizonyitjak, hogy minél nagyobb a taptalaj vas tartalma, annal
nagyobb mennyiségben képzoédik a pigment. Mindemellett leirjak, hogy a vas
koncentracio  fiiggvényében modosul a pigment tapkozegben vagy
biomasszaban torténé felhalmozodasa. Ha a kozegben a vas mennyisége egy
bizonyos szinten van, akkor pigmentacié tapasztalhaté a biomasszaban és a
kozegben is. Ezt a szintet kritikus szintként definidljak, és kiilonbozik a
kiilonféle baktérium- és élesztdgomba torzseknél. Ha a vas szintje a Kritikus
szint alatt van, akkor a pigment megjelenése a taptalajban figyelhetdé meg,
azonban amikor a kdzegben a vas szintje magasabb, a biomasszaban 1ép fel
pigmentacio, és a tenyészté kozeg szine nem véltozik. Igy a biomassza vagy
a kdzeg szinintenzitasa a vasionok koncentraciojatol fiigg (Némcova és mtsai

2021).
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Roberts (1946) szerint a vas megkotésére befolyassal lehet a tapkdzeg
kémhatasa, mivel a pH emelkedésével kevesebb vas(Ill)-ion all
rendelkezésre. O gy tapasztalta, hogy a pH csokkenésével nd a pigment
intenzitasa és ezzel ellentétesen csokken a pigmentalt teriilet mérete. Az
oxigén szintén befolyassal lehet a pigment kialakulasara. Punkari (Punkari és
Henrici 1933) is megemliti cikkében, hogy a pigment kialakulasa oxigén és
vas-s6 jelenlétében torténik. Roberts (1946) pedig leirja, hogy az
oxigénhianyos koriilmények kozott tenyésztett élesztégomba nem termel
pigmentet (igaz oxigén hianyos kornyezetben maga az élesztégomba Is igen
lassan szaporodik). Szintén e cikkben emlitik, hogy az anaerob koriilmények
kozott tenyésztett telepeket aerob koriilmények kozé téve, a pigment képzés 5
é¢s fél oOra mulva megindul. Kluyver, aki a pigment szerkezetének
meghatarozasan dolgozott, 1953-ban megjelent cikkében (Kluyver és mtsai
1953) leirja, hogy tobb pigmentet tudtak Kinyerni a petri-csészén, oxigén dus
koriilmények kozott tartott tenyészetb6l, mint a folyadékban szaporitott

¢lesztégombakhol, akar allo, akar razatott kultararol legyen szo.

Roberts (1946) kijelenti, hogy a fény nem befolyasolja a pigment termelését,
hiszen a s6tétben, természetes, illetve mesterséges fényben nevelt tenyészetek
pigmenttermelésében nem figyeltek meg kiilonbséget. A hémérséklet hatasat
is tobb kutatd tanulményozta. Roberts (1946) a legintenzivebb
pigmenttermelést 7 °C és 13 °C kozott tapasztalta. Emellett megfigyelte azt
is, hogy a diffuzié mértéke a hémérséklet emelkedésével egyenes aranyban
novekszik 31 °C-ig, a magasabb hdmérsékletekrdl nem tesz emlitést. Végiil
azt a kovetkeztetést vonta le, hogy a hdmérséklet valdsziniileg nem a pigment
termelésére van hatassal, hanem magat a diffuziot befolyasolja. Melvydas és
mtsai (2016) azt szerették volna kideriteni, hogy a Metschnikowia telepek
koriil megjelend pigment mikor és miért alkot koncentrikus koroket.

Vizsgalataik soran megfigyelték, hogy az alacsonyabb (20 °C, 25 °C)
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hémérséklet jobban kedvez a koncentrikussag kialakulasanak, mig 30 °C-on

egyetlenegy darab erdsen pigmentalt gytrit figyeltek meg.

Fontos hatasa van még a Metschnikowia sejtek kozotti kolcsonhatasnak is.
Roberts (1946) megfigyelte, hogy a telepek koriil kialakult zéna annal
nagyobb, minél higabb sejt szuszpenziot visziink ki a taptalajra. Es mivel a
pigmentalt terlileten beliilre nem képesek terjeszkedni a fonalas gombak, a

zona méretének igen nagy jelentdsége van a gatlas szempontjabol.

A biokontroll élesztégombak talélése szempontjabol az is fontos, hogy
milyen tapanyagokkal egyiitt keriilnek a természetbe. Ez befolyasolhatja
antagonista mechanizmuséanak kifejezodését is. Sipiczki (2006) és Melvydas
¢s mtsai (2016) is megallapitottak, hogy a komplett taptalaj jobban kedvez a
pulcherrimin képz6désének a minimalis tapanyag tartalmu taptalajokkal

szemben.

Ma mar arra is lehetdségiink van, hogy a végtermék szerkezeti elemzése
mellett az anyag keletkezésének molekularis biologiai hatterét is feltarjuk.
Krause és mtsai (2018) a pulcherrimin termelé Kluyveromyces lactis
vizsgalata soran egy 4 génbdl allo géncsoportot azonositott, melyek a
pulcherrimin bioszintéziséért és felhasznalasaért lehetnek felelések. A négy
gén kozil ketté a PUL1 és PUL2 a pulcherrmininsav (PS) szintézisét végzé
enzimeket kodol, a PUL4 egy transzkripcios faktor, mely a PUL1 és PUL2
miikodését szabalyozza, mig a PUL3 a pigment transzportjat teszi lehetdvé

(2. abra).
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2. abra. A PUL gének feltételezett szerepének modellje a pigment termelésében és Gjrafelvételben (Krause
2018 alapjan sajat szerkesztés). PUL1 és PUL2 a pulcherrmininsav (PS) szintézisét végzé enzimeket kodol, a
PULA4 egy transzkripcios faktor, mely a PUL1 és PUL2 miikodését szabalyozza, mig a PUL3 a pigment transzportjat
teszi lehetdvé. A kék vonalak a PUL gén expresszidjanak PUL4 altali szabalyozasat jelentik.

A géncsoportot bioinformatikai modszerekkel a Metschnikowia fructicola
egy izolatumaban is azonositani tudtdk. A kutatdcsoport azt is megallapitotta,
hogy szamos faj, koztiik a Saccharomyces cerevisiae is csak a két
felhasznalasért felelés gént tartalmazza. Ezek a teljes PUL klasztert nem
tartalmazo fajok sohasem pigmentaltak. A géncsoport filogenetikai elemzése
pedig azt sugallja, hogy a pulcherrimin bioszintézise és felhasznalasa 6si
eredetii a sarjadzo élesztégombaknal, viszont a gének egy része sok fajban

elveszett az evolucio soran (Krause és mtsai 2018).

Habar egy a pulcherrimin termelésért felelés génklasztert mar azonositottak a
kutatok, jelenleg még mindig nincs teljes képilink a mechanizmusrol, mely
valosziniileg egy igen Osszetett, tobb kornyezeti tényezd és gén altal
befolyasolt folyamat. Gore-Lloyd és mtsi (2018) példaul egy transzkripcios
faktort kodolo gént (snf2) azonositottak, melyben egy pontmutacio korai stop
kodont eredményezett. Az snf2 pigmentet nem termelé mutansokban a
PUL1/PUL2 gének transzkripcids szintje is erdsen csokkent, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az snf2-nek regulator szerepe van a pulcherrimin
bioszintézisében. Tovabba a kutatocsoport kimutatta, hogy az snf2 mutdns
nem szintetizalta a pulcherrimin egyik prekurzorat sem, illetve nem tudtak
azonositani egyik bomlastermékét sem, valamint antagonista hatdsa is

csOkkent.
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Mindezekbdl az adatokbol lathatjuk, hogy tobb nyitott kérdés is van a
pigment termelésével kapcsolatban. Mivel a pigment termelése és az
¢lesztégomba antagonista hatdsa szorosan Osszefligg, fontos hogy minél
tobbet tudjunk meg a pulcherrimin szintézisr6l és az azt befolyasolo kiilsé

kornyezeti €s bels6 orokletes tényezokrol.

31



4 Anyagok és médszerek
4.1 Felhasznalt torzsek

1. tablazat. A Kkisérletekbe bevont torzsek listaja. Az ¢lesztogombak

gyljtését és azonositasat a 26S riboszomalis RNS gén D1/D2 régiodja alapjan

Sipiczki Matyas végezte.

Faj neve Azonosito | Eredet

Aureobasidium pullulans 11-501 Fiilop-szigetek, Manila
Botrytis cinerea T4 Levis és mtsai (1997)
Botrytis cinerea 1 Magyarorszag, Tarcal
Candida boidinii 11-484 Brunei (Borneo)
Candida butyri 11-513 Laosz, Luangprabang
Candida citri 11-469 Brunei (Borneo)
Candida ethanolica 11-473 Brunei (Borneo)
Candida glabrata 11-523 Laosz, Vientian
Candida insectorum 11-1193 Palau, Ngerekebesang
Candida intermedia 11-504 Laosz, Luangprabang
Candida jaroonii 11-506 Laosz, Luangprabang
Candida jaroonii 11-512 Laosz, Luangprabang
Candida jaroonii 11-514 Laosz, Luangprabang
Candida magnifica 2-1366 Sziria, Palmiira
Candida orthopsilosis 11-493 Fiilop-szigetek, Manila
Candida parapsilosis 11-519 Laosz, Vientian
Candida parapsilosis 11-525 Laosz, Vientian
Candida pseudointermedia 11-488 Brunei (Borneo)
Candida stigmatis 11-465 India, Haidarabad
Candida suratensis 11-507 Laosz, Luangprabang
Candida suratensis 11-509 Laosz, Luangprabang
Candida suratensis 11-510 Laosz, Luangprabang
Candida tropicalis 11-471 Fiilop-szigetek, Caticlan
Candida tropicalis 11-476 Brunei (Borne6)
Candida tropicalis 11-521 Laosz, Vientian
Candida tropicalis 11-1188 Palau, Ngerekebesang
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Candida verbasci 11-1055 Gruzia, Thiliszi

Diutina bernali DEBM179 | Barro Colorado-sziget,
Panama

Diutina sipiczkii DEBM180 | Barro Colorado-sziget,
Panama

Diutina sipiczkii DEBM181 | Barro Colorado-sziget,
Panama

Hanseniaspora thailandica 11-472 Brunei (Borneo)

Hanseniaspora thailandica 11-491 Fiilop-szigetek, Manila

Hanseniaspora thailandica 11-492 Fiilop-szigetek, Manila

Hanseniaspora thailandica 11-495 Fiilop-szigetek, Manila

Hanseniaspora thailandica 11-497 Fiilop-szigetek, Manila

Hanseniaspora thailandica 11-499 Fiilop-szigetek, Manila

Hanseniaspora uvarum 11-494 Fiilop-szigetek, Manila

Kodamaea ohmeri 11-466 India, Haidarabad

Kodamaea ohmeri 11-490 Fiilop-szigetek, Manila

Kodamaea ohmeri 11-500 Fiilop-szigetek, Manila

Kuraishia borneana (korabban 11-487 Brunei (Borneo)

Candida borneana)

Kwoniella heveanensis 11-515 Laosz, Vientian

Kwoniella heveanensis (korabban | 11-518 Laosz, Vientian

Cryptococcus heveanensis)

Metahyphopichia laotica 11-511 Laosz, Luangprabang

Metahyphopichia laotica 11-516 Laosz, Vientian

Metschnikowia andauensis 11-1120 Austrian Centre of

HA 1657 Biological Resources and
Applied Mycology
(ACBR), University of
Natural Resources and
Applied Life Sciences,
Austria

Metschnikowia chrysoperlae 11-1158 Centraalbureau voor

CBS 9803 Schimmelcultures
Utrecht, The Netherlands

Metschnikowia fructicola 11-579 Centraalbureau voor

CBS 8853

Schimmelcultures

Utrecht, The Netherlands
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Metschnikowia koreensis 11-464 India, Haidarabad
Metschnikowia koreensis 11-482 Brunei (Borneo)
Metschnikowia laotica 11-524 Laosz, Luangprabang
Metschnikowia pulcherrima 11-578 Centraalbureau voor
CBS 5833 Schimmelcultures

Utrecht, The Netherlands
Metschnikowia pulcherrima 11-11 Centraalbureau voor
CBS 610 Schimmelcultures

Utrecht, The Netherlands
Metschnikowia reukaufii 11-1069 Gruzia, Gori
Metschnikowia shanxiensis 11-1090 Centraalbureau voor
CBS 10359 Schimmelcultures

Utrecht, The Netherlands
Metschnikowia sinensis 11-1088 Centraalbureau voor
CBS 10357 Schimmelcultures

Utrecht, The Netherlands
Metschnikowia sp. 9/2/18 Magyarorszag, Szerencs
Metschnikowia sp. 62/1/3 Magyarorszag, Nyirbator
Metschnikowia sp. 11-1062 Gruzia, Thiliszi
Metschnikowia ziziphicola 11-1089 Centraalbureau voor
CBS 10358 Schimmelcultures

Utrecht, The Netherlands
Meyerozyma caribbica 11-505 Laosz, Luangprabang
Naganishia albida 2-1365 Sziria, Aleppo
Ogataea dorogensis 11-486 Brunei (Borneo)
Ogataea minuta 11-483 Brunei (Borneo)
Papiliotrema flavescens 11-489 Fiilop-szigetek, Banaue
(korabban Cryptococcus
flavescens)
Pichia bruneiensis 11-485 Brunei (Borneo)
Pichia kluyveri 11-1135 Guatemala, Tikal
Pichia kudriavzevii 11-460 Sri Lanka, Colombo
Pichia kudriavzevii 11-462 Sri Lanka, Colombo
Pichia kudriavzevii 11-498 Fulop-szigetek, Manila
Pichia kudriavzevii 11-1146 Salvador
Pichia kudriavzevii 11-1147 Salvador
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Pichia manshurica 11-480 Fiilop-szigetek, Manila
Pichia chibodasensis 11-477 Brunei (Borneo)
Pichia chibodasensis 11-478 Brunei (Borneo)
Pichia terricola (korabban 11-475 Brunei (Borneo)
Issatchenkia terricola)

Saccharomyces cerevisiae S288c Yeast  Genetic  Stock,
S288c Berkeley, California
Saccharomyces cerevisiae 11-481 Fiilop-szigetek, Manila
Saccharomycopsis crataegensis 11-463 Sri Lanka, Colombo
Saccharomycopsis crataegensis 11-496 Fiilop-szigetek, Manila
Saturnispora diversa (korabban 11-470 Brunei (Borneo)
Candida diversa)

Schizosaccharomyces pombe L972h-

CBS 7264: L972r)1/' P U. Leopold, Bern
Sporidiobolus ruineniae 11-1185 Palau, Ngerekebesang
Starmerella bacillaris (korabban | 11-479 Fiilop-szigetek, Manila
Candida zemplinina)

Starmerella caucascia 11-1071 Azerbajdzsan, Baku
Starmerella meliponinorum 11-467 India, Haidarabad
Torulaspora delbrueckii 11-468 Brunei (Borneo)
Torulaspora delbrueckii 11-474 Brunei (Borneo)
Trichosporon asahii 11-1127 Guatemala, Tikal
Wickerhamiella sergipiensis 11-517 Laosz, Vientian
(korabban Candida sergipensis)

Wickerhamomyces anomalus 11-502 Laosz, Luangprabang
Wickerhamomyces anomalus 11-503 Laosz, Luangprabang
Wickerhamomyces orientalis 11-461 Sri Lanka, Galle
Wickerhamomyces anomalus 11-520 Laosz, Vientian
(korabban Pichia anomala)

Wickerhamomyces anomalus 11-522 Laosz, Vientian

(korabban Pichia anomala)
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4.2  Anyagok

4.2.1 Felhasznalt tipkozegek

2. tablazat. A Kisérletek soran felhasznalt tapkozegek.

EMMA 100 ml

0,3 g CgHs504K

0,55 g NazHPO4 x12
H20

0,5 g NH4CI

2,0 g glikko6z

2 ml EMML so6oldat
0,1 ml vitamin oldat
0,01 ml nyomelem
oldat

2,0 g agar

SML/SMA 100 ml

0,5 g (NH4)2SO0q4

0,1 g KH2PO4(7,4 mM)
0,05 g MgSO4x7H.0
1,5 g gliikkoz

100 pl Wickerham
vitamin oldat

SMA: + 2,0 g agar

PEA 100 mi

(Fluka 07915)

3,9 g Burgonya kivonat
2,0 g agar

PDA 100 ml (potato | PDB 100 ml (potato | YEA 100 ml
dextrose agar) dextrose broth) 1,0 g élesztégomba
(Scharlau 01-483-500) | (Scharlau 02-483-500) | kivonat
3,9 g burgonya gliikkoz | 2,4 g burgonya gliikéz | 2,0 g gliikoz
2,0 agar 2,0 g agar
YPL/YPA 100 ml YM/YMA 100 ml YNBA 100 ml (yeast
2,0 g ¢élesztégomba | 0,3 g malata kivonat nitrogen  base) (Difco
kivonat 0,3 g élesztégomba | 239210)
2,0 g pepton Kivonat 0,67 g élesztégomba
4,0 g gliikkoz 5,0 g pepton nitrogén bazis
YPA: + 2,0 g agar 1,0 g gliikkéz 2,0 g agar
YMA: + 2,0 g agar)
V8 100 ml (1:19) LB/LBA 100 ml
95 ml desztillalt viz 1,0 g Tripton
5 ml sziirt V8 zoldséglé | 1,0 g NaCl

2,0 g agar
pH=5,2

05 ¢ Elesztc’igomba
kivonat
LBA: + 2,0 g agar
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4.2.2 Oldatok

3. tablazat. A kisérletek soran felhasznalt oldatok.

FeClz-oldat 100 ml CuSO0s-oldat torzsoldat | 10XTE-oldat

(10 mg/ml) 100 ml (10 mg/ml) 100 mM Tris

1 g FeCl3 1 g CuSOg4 100 mM EDTA (pH=
100 ml Millipore viz 100 ml Millipore viz 8,0)

CPES puffer Lizis puffer Zymoliase-20T
Citromsav 40 mM EDTA 0,45 M torzsoldat (20 mg/ml)
Na;HPO4 120 mM (pH=8,0) (MP Biomedicals

(pH=6,0)
EDTA 20 mM
Sorbitol 1,2 M

Tris 10mM (pH=8,0)
N-Laurylsarcosinel%
0,5 mg/ml Proteinase K
(Sigma 1002133245)

ImmunO™)
20 mg Zymoliase-20T
1 ml CPES puffer

Alacsony olvadéaspontu

Agardz gél 100ml

agaroz gél (1%) 10 ml
(BioRad)

0,1 g alacsony
olvadaspontu agardz

10 ml CPES puffer

(1,0 %) (BioRad)
1,0 g agar6z gél
100 ml 1 X TBE puffer

1 X TBE puffer
EDTA 0,5 M, pH=8,0
Borsav 0,5 M
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4.3 Modszerek és kivitelezés
4.3.1 Taxono6miai vizsgalatok
4.3.1.1 Asszimilacids és szaporodasi tesztek

Az egy ¢jszakés, 28 °C-on YPL tapfolyadékban inkubdlt élesztégomba
tenyészetb6l 1 ml desztillalt vizzel szuszpenziokat készitettiink Eppendorf-
csOben. A szuszpendalt sejteket kiillonbozé szén-, ¢és nitrogénforrast
tartalmazé taptalajra helyeztiik, mindegyik mintabol 5-5 db 20ul-es cseppet
pipettaztunk a taptalajokra. A vizsgalathoz YNBA téaptalajt hasznaltunk fel,
melyben a gliikozt kiilonb6z6 szén- és nitrogénforrasokat alkalmaztunk (1.
melléklet).

4.3.1.2 Genomi DNS izolalasa

A genomi DNS kivonasa a sejtekb6l Hoffman és Winston (1987) leirasa

alapjan tortént a kovetkez6 modon:

Egy ¢jszakas, 28 °C-on YPA taptalajon inkubalt sejttenyészetbol
gombostlifejnyi mintat szuszpendaltunk 100 ul LiAc 200 mM+1%-0s SDS-t
tartalmazo mikrocentrifuga csovekben. Ezt kdvetden a mintakat 5 percig
inkubaltuk szarazblokkban 95 °C-on, majd jégre helyeztik. A kovetkezd
1épésben 400-400 ul abszolut etanolt adtunk a csévekhez és -20 °C-on, 30
percig inkubaltuk. Utolso 1épésben a mintakat centrifugaltuk (10000 rpm, 4
°C, 5 perc), eltavolitottuk a feliiliszot, végiil a genomi DNS-t 1x-es TE
oldatban vettiik fel.
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4.3.1.3PCR (Polymerase chain reaction)

A kisérlet sordn a kdvetkezo reakcidelegyet mértiik Ossze:
34 ul sztirt (MilliporeQ) viz
0,6 ul MgClz (25 mM)
10 pl GoTaq puffer 10x (Promega)

I wl ANTP mix (5 mM dATP, 5 mM dTTP, 5 mM dGTP, 5 mM dCTP)
(Fermentas MBI)

1,5-1,5 pl forward és reverse primer (0,5 uM) (IDT, Inc.)

0,4 ul GoTaq Polymerase enzim (5 u/ul) (Promega)

A reakcioelegyhez 1,0 ul (100 mM) genomialis DNS-t adtunk.
A reakciot a kovetkezé paraméterekkel végeztiik:

ITS1-5.85-ITS2 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 kovetéen: 72 °C 5 p, majd 4 °C o« (Applied
Biosystem 2720)

Alkalmazott primerek (White és mtsai 1990):
ITS1 (381) 5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4 (382) 5’>-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

5 ul PCR termék és 5 pul - a minta vandorlasanak szemmel torténé kovetését
lehet6vé tévo - puffer (Thermo Scientific™, DNA Gel Loading Dye 6X)
elegyét 100 ml 1%-os agardz gélben (hozzaadva 5 pl etidium-bromid 10
mg/ml torzsoldatbol, Sigma E8751-5G), 1x TBE pufferben 120 V-on
futtattuk. A futtatas soran GeneRuler 1 kb DNS markert (Fermentas MBI,
SM 0311) alkalmaztunk.

39


http://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction

A DNS fragmenseket a BioDoc-It Imaging System UV transzillumiatoraval
tettiik lathatova.

A keletkezett PCR termékeket Na-acetat-etanolos modszerrel tisztitottuk. A
45ul térfogatt termékhez 4,5ul 3M-os natrium acetatot adtunk és 112,5 ul -
20°C-0s 100%-0s etanolt adtunk, a mixet szuszpendaltuk, majd
szobahOmérsékleten 15 percig inkubaltuk. Ezutan 5 percig 10000rpm-en
centrifugaltuk, majd a ledntottiik a feliiliszot. A tisztitott mintak beszaritasa
steril laminaris fiilkében tortént, 30 percen keresztiil. Majd a terméket 25 pl

nukledz mentes vizben vettuk fel.
4.3.1.4 Az amplifikalt ITS1-5.8S-ITS2 kédolé régio klonozasa

Az ITS1-5.8S-ITS2 kodold régio klonozasahoz CloneJET PCR Cloning Kit-et
hasznaltuk (Thermo Scientific, #K1232). A klonozast a gyartod utasitasainak

megfeleléen hajtottuk végre tisztitott PCR termékbdl kiindulva.
Plazmid konstrukcié létrehozasa

Els6 1épésben 1 pl tisztitott PCR terméket, 10 ul reakcié puffert, 1 ul DNA
Blunting enzimet és 6 pl nukledz mentes Vvizet mértiink Ossze eppendorf
csovekben. A mintakat szuszpendaltuk, majd 70 °C-on 5 percig inkubaltuk.
A kovetkez6 1épésben 1 pl pJET 1.2. Blunt cloning vectort, 1 ul T4 DNS
ligaz enzimet adtunk a jégre helyezett mintdkhoz. Ezt egy 30 perces

inkubacio kovette szobahomeérsékleten.
E. coli DH5-alpha kompetens sejtek transzformalasa

Kompetens sejteket hozzaadtuk a reakcidelegyhez, majd a mintakat 30 percig
inkubaltuk jégen. Ezt kovetden a kompetens sejteket 42 °C-on 2 percig
inkubaltuk (hésokk). Majd 600 pl LB-t adtunk a szuszpenziohoz, majd ismét
inkubacios 1épés kovetkezett 37 °C-on 30 percig. A regeneralodott
tenyészetekbol 200-200 pl-t szélesztettiink ampicillint (100 pg/mL)
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tartalmazo LB csészékre. Tenyészeteket egy éjszakan at 37 °C-on inkubaltuk,

majd izolaltuk a transzformans telepeket.

4.3.1.51ITS szekvenciak keresése a Metschnikowia fructicola CBS 88537

genom szekvenciajaban

Azt a szekvenciat hasznaltuk fel az ITS szegmensek kereséséhez a M.
fructicola genomban (ANFWO00000000.2, NCBI Genome database,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/), melyet t6bb klonban is
megtalaltunk  (Ifrb17). Minden genomialis [1TS1-5.8S-ITS2 szakaszt

Osszehasonlitottunk egymassal és a kloénozott szekvencidkkal a bl2seq
alkalmazassal
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=MegaBlast&PROGRAM=bl
astn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLA
ST_SPEC=blast2seq&DATABASE=n/a&QUERY=&SUBJECTS=).

4.3.1.6 Szekvencia elemzés

Az ITS1 és ITS4 (White és mtsai 1990) primereket felhasznalva
amplifikaltuk az ITSI1-5.8S-ITS2 kodold régiot. Az amplifikdtumok
szekvencia  meghatarozdsat a  GENEART  AG, németorszagi
laboratoriumaban végezték. A szakaszok szekvencia meghatarozasa két
iranybol tortént. A szekvencidkat a GenBankban helyeztiik el (KM213977-
KM213984 ¢és KM243743-KM243748). A PCR termékek szekvencia
eredményeinek kiértékeléséhez a National Center for Biotechnology
Information  adatbazis = BLAST  szolgaltatasat  hasznaltuk  fel
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/BLAST .cgi).

A paronkénti illesztéshez a NCBI bl2seq valamint az EMBOSS Needle

programjat (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) hasznaltuk.
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4.3.1.7 Tobbszoros szekvencia illesztés

A filogenetikai analizishez tobbszords 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 (Pairwise Alignment:
Gap Opening Penalty: 15; Gap Extension Penalty: 6, Multiple Alignment:
Gap Opening Penalty: 15, Gap Extension Penalty: 6). Majd a szekvenciak
végein talalhatd szekvenalasi hibabol adodoé bizonytalan nukleotidokat a
TrimAl  v.1.3  program  (http://phylemon.bioinfo.cipf.es/utilities.html)
(Capella-Gutiérrez és mtsai 2009) segitségével tavolitottuk el. A trimmelt
szekvenciakkal dolgoztunk a halézat elemzés soran. Valamint a trimmelt
szekvenciakkal ujbol illesztést hajtottunk végre a korabban leirt médon. Majd

ezt az illesztést hasznaltuk fel a torzsfa generalasara.

4.3.1.8 Haplotipus elemzés — Haplotipus halozat generalasa

A 4.3.1.7. pontban leirt tobbszords szekvencia illesztést kovetden a PopART
(Population Analysis with Reticulate Trees) (Leigh és Bryant 2015) szoftvert
alkalmazva hoztuk létre a haplotipus haldzatot. A haplotipusok kozotti
filogeografiai viszonyt Median Joining alapt halozat-épitéssel tartuk fel
(Bandelt és mtsai 1999). A haplotipusokat 6sszek6té vonalakon 1évé vonasok

jelzik az eltérések szamat két adott szekvencia kozott.
4.3.1.9 Filogenetikai torzsfa generalasa
4.3.1.9.1 Metschnikowia nemzetség pontos fajszamanak megadasa

Ahhoz, hogy a lehet6 legpontosabb torzsfat 1étrehozzuk, els6 1épésként dssze
kellett gytiijteniink a Metschnikowia nemzetséghez tartozd Osszes fajt. Ehhez
tobb adatbazis is a rendelkezésiinkre all, mint példaul a Mycobank, Species
Fungorum, vagy a Catalogue of Life. A Mycobank adatbazisa
(http://www.mycobank.org/Biolomics.aspx?Table=Mycobank&Page=200&
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ViewMode=Basic) kozvetleniil a Nemzetkdzi Mikologiai Egyesiilettol

(http://www.ima-mycology.org/) gyijti az adatokat, igy ezt az adatbazist

hasznaltuk referenciaként a kutatasaink soran. Mindemellett az itt feltiintetett
fajok jelenlegi taxondmiai helyzetét egyesével is ellendriztiik, melynek soran
az adott faj rendszertani besorolasaval foglalkozo cikkeket kerestiink a
nemzetkozi szakirodalomban (NCBI pubmed). A torzsfa generalasahoz, és
egyéb filogenetikai elemzésekhez a Metschnikowia nemzetségbe tartozo
fajok tipustorzseinek szekvencidit (amennyiben rendelkezésre alltak) az
NCBI Nucleotide (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nucleotide?cmd=search) és
UNITE (https://unite.ut.ee/) adatbazisabol toltottik le.

4.3.1.9.2 A filogenetikai torzsfa létrehozasa

A Maximum  Likelihood filogenetikai  torzsfat az 1Q  tree

(http://igtree.cibiv.univie.ac.at/) online feliilletét hasznalva generaltuk a

kovetkezd paraméterekkel: Szubsztitucios modell: automatikus modellkeresd
(a fajok kozotti rokonsagi kapcsolatokat a TIM2+F+1+G4 evolacios modell
irja le a legjobban), Korrelacié értéke 0,99, LRT SH elagazasi teszt: 1000
ismétlés. A kapott térzsfa megbizhatosagat bootstrap analizissel teszteltiik
(Bootstrap replikaciok szama: 1000). Az elemzés 64 nukleotid szekvenciat
érintett. A végleges adatkészletben osszesen 390 pozicid szerepelt. Allandd
helyek szama: 140 (= az Gsszes pozicio 35,8974% -a). Az invarians (allando
vagy kétértelmii allando) helyek szama: 140 (= az Gsszes hely 35,8974% -a).
A kapott torzsfa végleges valtozatat az iTOL (https://itol.embl.de/) online

felilleten hoztuk 1étre. Kiilsé csoportként a Clavispora lusitaniae-t

valasztottuk a Metschnikowiaceae csalad Clavispora nemzetségébdl.
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4.3.1.9.3 Halézat elemzés - neighbor-net splits grafikonok generalasa

A MEGA X 10.0.2. szoftver (Kumar és mtsai 2018) beépitett Clustal W
(Thompson és mtsai 1994) algoritmusaval fentebb leirt modon elvégzett
tobbszoros illesztésektél a SplitsTreed V4.12.8 csomaggal (Bryant és
Moulton 2004) neighbor-net splits halézatokat hoztunk létre. Ezekben az
elemzésekben a tavolsag szamitasdhoz a HKY 85 modellt (Hasegawa és
mtsai 1985) hasznaltuk. A neighbor-net (szomszédhal6zatok) 1étrehozasahoz
az egyenld szog beallitast valasztottuk. A teszt a rekombinécio jelenlétének

kimutatasara (Bruen és mtsai 2006) az Splits Tree4 csomagban elérhetd.
4.3.1.10 Auxotr6f mutansok létrehozasa

A kiilonb6z6 aminosavakra auxotrof mutansokat az egy ¢jszakéan at 28 °C-on
YEL tépfolyadékban el6tenyésztett sejtekbdl UV sugarzassal (Sipiczki és
Ferenczy 1978) vagy N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidin (MNNG) altal
hoztuk létre. Az N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidin esetében a kovetkezd
modon jartunk el: 0,45 ml (10® sejt/100 nl) stiriiségli sejtszuszpenziohoz
adtunk 0,05 ml N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidin-t (Toérzsoldat: 1 mg/ml).
Ezt kovetden a tenyészetet tovabb inkubaltuk egy o6ran at annak érdekében,
hogy a méreg az osztédo sejtekre, ezaltal az éppen megkett6z6dé DNS-re
hasson. A sejteket YPA taptalajra szélesztettik és a tenyészeteket egy
¢jszakan at szobahdmérsékleten inkubaltuk. Majd a tenyészeteket replikéztuk
minimal SMA (hozzaadott aminosavat nem tartalmaz) taptalajra, ahol a
mérgezést kovetden 20%-os talélési aranyt tapasztaltunk. A lehetséges
aminosavakra auxotrof mutansok azonositdsa szintén Sipiczki és Ferenczy
(1978) leirasa alapjan tortént. Az azonositott és a keresztezéshez felhasznalt

auxotrof mutansok listajat a 4. tablazat tartalmazza.

44



4. tablazat. A keresztezéshez felhasznalt Metschnikowia auxotréf mutansok
listaja. A tablazatban a mutansok egyedi sorszdmmal ellatott azonositojat kdvetden,
zardjelben tintettiik fel az adott mutans aminosav auxotrofigjat az aminosav

nevének nemzetkdzi harombetis roviditését hasznalva.

M. pulcherrima M. fructicola M. andauensis
(11-578) (11-579) (11-1120)

5. (his), 12. (ade’), | 3. (pro), 16. ()* 23. (ade’), 24. (asp),
13. (lys) 25. (ade’), 26. ()*,

28. (arg), 29. (lys),
30. (), 32. a (try),

32.b(O)*
M. sinensis M. ziziphicola M. shanxiensis
(11-1088) (11-1089) (11-1090)

41. (ade), 42. (ade’), | 33. (asp?), 36. ()*, 37. ()*, | 19. (asp), 1620. (his)
44. (met), 45. (met) | 1621. (lys’), 1622. (ade’)

*|smeretlen auxotrofia

4.3.1.11 A Metschnikowia fajok auxotrof mutans torzseinek hibridizalasa

Els6 1épésként a keresztezni kivant izolatumokat komplett YPA taptalajra
oltottuk hossza csik formajaban, majd a petri-csészéket szobahémérsékleten
inkubaltuk egy éjszakan at. A telep megjelenését kovetden két eltérd fajbol
szarmazo kiilonb6zo auxotrofiaval rendelkezd torzset, aminosavat nem
tartalmazd minimal (SMA) taptalajra replikdztunk oly mddon, hogy azok
keresztezzék egymast. Amennyiben hibridizacid tortént a két kiilonb6zd
auxotrof markerrel rendelkezd sejtek kozott, a keresztezési pontban prototrof
telepek jelentek meg, melyek képesek voltak el6allitani a sziikséges
aminosavakat. A Kkeresztezési pontbdl szarmazd telepeket friss SMA

taptalajra oltottuk azért, hogy biztosan prototrof telepeket izolaljunk.
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4.3.1.12 Kromoszéma preparacié

A kromoszoma preparaciot a pulcherrimin termelé Metschnikowia fajokra
atdolgozva Csoma ¢és Sipiczki (2008) modszere alapjan végeztik 2-
merkaptoetanol és Zymoliase-20T (ImmunO™) hasznalataval:

Elotenyészet készitése:

Elesztégombakat YPL folyadékban szaporitottuk egy éjszakan at 28 °C-on
stacioner fazisig.

Szferoplaszt  készitése 2-merkaptoetanollal a  kiils6 mannan
komponensek eltavolitasa érdekében:

Elsé lépésben a 1,3x10° sejt/ml sejtsiiriségli szuszpenzidt centrifugaltuk
(5000 rpm, 5 perc, szobahdmérséklet). Majd a sejteket MilliPore (MQ)
vizben mostuk. Ezt a sejtek centrifugalasa kovette (5000 rpm, 5 perc,
szobahémérséklet). A feliiluszot eltavolitottuk, és a sejteket 2,1 ml MQ viz +
1,4 ml 10xTE oldatban vettik fel. A kovetkezé 1épésben 17,5 ul 2-
merkaptoetanolt adtunk a sejtszuszpenzidhoz. A sejteket 15 percig 30 °C-on
Ovatos razatas mellett inkubaltuk. Majd a szuszpenziot ismét centrifugaltuk
(5000 rpm, 5 perc, szobahdmérséklet). A sejteket ezt kovetéen 4,0 ml CPES
pufferben szuszpendaltuk. Ujabb centrifugalast kovetéen (5000 rpm, 5 perc,
szobahémérséklet) a sejteket 500 ul CPES + Zymoliase-20T (60 U/ml)
pufferben (1.3x10° sejt/500 pl) vettiik fel. Majd a mintakat 30 °C-on 30
percig folyamatos Ovatos razatas (70 rpm) mellett inkubaltuk. Az igy
1étrehozott sejtszuszpenzidhoz (500 ul) 500 ul 2.0% alacsony olvadasponta
agarozt adtunk, és a keveréket formaba Ontottik, majd a mintakat
megszilardulasukig szobahémérsékleten inkubaltuk. A kialakitott dugokat
proteinaz K-t (50 pg/ml) tartalmazé lizis pufferbe helyeztikk, majd egy
¢éjszakan at 50 °C-on inkubaltuk.
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A lizis puffer eltavolitasa utan a mintakat 1XTE pufferben 50 °C-on 20 percig
inkubaltuk. Utolsé 1épésben eltavolitottuk a TE puffert, majd a mintakat
IXTE pufferben szobahémérsékleten egy oran keresztiil inkubaltuk.
Kromoszomak elvalasztasa:

A kromoszoémék elvalasztaséhoz a CHEF Mapper® XA System késziileket
alkalmaztuk. A formaba 6nt6tt mintakat 1,0 %-os agaroz gélbe helyeztiik.

A kromoszomak elvalasztasa 1 X TBE pufferben harom szakaszban tortént: I.
Blokk: 48 6, 2400 mp; II. Blokk 2: 70 6, 3000 mp; I11. Blokk: 48 6, 3300 mp,
kozrezart szog: 106°, 1.5 V/iem™; 166 éra, 14 °C.

A kromoszomak lathatova tétele a gélelektroforézist kovetoen:

Gélt etidium-bromidban (0,01 mg/ml) aztattuk 20 percen at. Majd a gélt
IXTBE pufferben egy héten keresztiil 4 °C-on aztattuk. A kromoszomak
lathatova tétele egy hét utan BioDoc-It Imaging System UV transzilluminator

segitségével tortént.
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4.3.2 Antagonizmus vizsgalat in vitro petri-csészéken

4.3.2.1 Elesztégomba izolaitumok lehetséges antagonista hatisinak

feltérképezése

A kisérlet soran az élesztoégombak azon tulajdonsagat vizsgaltuk, milyen
mértékben gatoljdk mas gombak ndvekedését vagy szaporodasat. Az
¢lesztdgomba torzseket egy napig 28 °C-on YPL tépfolyadékban, mig a
Botrytis cinerea fonalas gombat 1 hétig 22 °C-on YM tapfolyadékban
inkubaltuk vizes razatéban. Tobbféle taptalajon is elvégeztiik a kisérleteket:
YPA, PDA, EMMA. Az ¢lesztégombakbol szuszpenziot (ODsgo=0,2)
készitettiink, melybdl kivettink 0,4 ml-t és ebbdl pazsitot Ontottiink a
kiilonboz6 taptalajt tartalmazo Petri-csészékre. A B. cinerea telepekbdl egy
keveset dorzsmozsarban homogenizaltunk, majd desztillalt vizzel hig
szuszpenzidt készitettiink. Az igy kapott szuszpenzido 0,4 ml-¢boél szintén
pazsitot Ontottiink. Szaradas wutdn az élesztégombakbol oltokaccsal
vonaltenyészetet készitettiink. Majd a B. cinerea fonalas gombaval szembeni
kisérleteinkben a petri-csészéket szobahémérsékleten inkubaltuk hét napon
keresztiil. Az élesztégomba-¢lesztégomba kolcsonhatas vizsgalatakor szintén
7 napon Keresztiil inkubaltuk a csészéket 22 °C; 25 °C; 30 °C és 37 °C-on. A
taptalajok pH-jat HCI:MQ (1:1) és NaOH (5M) oldatokkal allitottuk a kivant
értékekre (pH=5 és pH=6). A lemezek kiértékelését szemrevételezéssel
végeztilk, mely alapjan a vizsgalt ¢lesztégomba torzseket csoportokra

osztottuk.
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4.3.2.2 Metschnikowia izolatumok pulcherrimin termelésének vizsgalata
4.3.2.2.1 Tapkozeg befolyasa a pigmenttermelésre

Alkalmazott tapkozegek: YEA, YPA, PEA, PDA, SMA taptalajok, valamint
e taptalajok kiegészitése FeClz-oldattal oly modon, hogy a taptalajok végsd
FeCls tartalma 0,005 mg/ml és 0,01 mg/ml legyen.

A Kkisérletek soran minden esetben 28 °C-on YPL folyadékban egy éjszakan

at vizfiirdében inkubalt elétenyészettel dolgoztunk tovabb.

Friss tenyészetet hasznalva 15-15 ul élesztégomba szuszpenziot (ODsgo=1,0)
jutattunk az alkalmazott taptalajok felszinére, majd szobahémérsékleten
inkubaltuk a petri-csészéket. A torzsek koriil kialakult pigmentalt zona

méretét tolomérdvel hataroztuk meg.

Negativ kontrollként az S. cerevisiae egy izolatumat (S288C) valamint M.
chrysoperlae  (CBS 9803) élesztbgombakat alkalmaztunk, mely

mikroorganizmusok nem termelnek pigmentet.
4.3.2.2.2 Szénforrasok hatasa a pigmenttermelésre

Eppendorf-csében 1 ml desztillalt vizzel élesztégomba Szuszpenzidkat
készitettiink (1x10° sejt/ml). A szuszpendalt sejteket kiilonbozd szénforrast
tartalmazé taptalajra helyeztilk, mindegyik mintabol 10 pul-es cseppet
pipettaztunk a taptalajokra. A vizsgédlathoz SMA taptalajt hasznaltunk fel,
melyben a glikozt kiilonboz6 szénforrasokra cseréltik le. Majd
megfigyeltiik, hogy az élesztdgombak pigmenttermelése hogyan valtozik a
kiilonbozé szénforrasok hatasara. A torzsekre jellemz6 adatokat az 1.
tablazatban foglaltam Ossze. Az eldzetes vizsgalatok alapjan 10 szénhidrat
forrast valasztottunk, melyek esetében pigmenttképzddést tapasztaltunk tobb

faj esetében.
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4.3.2.2.3 pH és hémérséklet hatiasa a pigmenttermelésre

A pH valamint a hdémérséklet pigmenttermelésre tett befolyasat elsd
1épésként szilard PDA taptalajon teszteltiik, melynek soran a taptalajok pH-ja
kiilonbozé értékekre lett allitva (pH= 5, 6, 7), 15-15 ul-t pipettaztunk a
Metschnikowia tenyészetekbdl (ODsgo= 1,0), majd a petri-csészéket 25 °C, 30
°C és 37 °C-on inkubaltuk.

A M. andauensis-t PDB folyadékot (kiegészitve FeCls-oldattal (0,01 mg/ml)
tartalmazé Erlenmeyer-lombikokban tenyésztettiik, melyeknek pH-ja a
kovetkezd értékekre lett allitva: 4,8; 5,0; 6,0; 6,5 ill. 7,0. Az ily mddon
létrehozott tenyészeteket 24 °C, 25 °C, 30 °C és 37 °C-on (100 rpm)
inkubaltuk harom napon keresztlil razatoban. Az inkubalas soran 250 pl
FeCls-oldatot (10 mg/ml) adagoltunk a tenyészetekhez a kisérlet masodik és
harmadik napjan azért, hogy a szinintenzitdst noveljilk. A tenyészetek

kémhatasat naponta ellendriztiik pH papirral.
4.3.2.2.4 CuSOq4 hatasa a Metschnikowia izolatumok gatlé hatasara

A Kkisérletek soran minden esetben 28 °C-on YPL folyadékban egy éjszakan

at vizfiirdoben inkubalt tenyészettel dolgoztunk.

Friss tenyészetet hasznalva 15-15 ul élesztégomba szuszpenziot (ODsgo=1,0)
jutattunk  kiilonb6zé koncentracioban CuSOs-oldatot tartalmazé SMA
taptalajok felszinére, majd szobahdmérsékleten inkubaltuk a petri-csészéket.
A CuSO4 hatasat FeCls-oldat jelenlétében is megvizsgaltuk, ebben az esetben
a CuSO4 mellett FeClz-oldatot is adagoltunk az SMA taptalajhoz (SMA +
CuS040,05 mg/ml + FeClsz 0,05 mg/ml).

Negativ kontrollként az S. pombe egy izolatumat (L972 h’) valamint M.
chrysoperlae (CBS  9803) élesztdgombakat  alkalmaztuk,  mely

mikroorganizmusok nem rendelkeznek antagonista hatéassal.
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5 Eredmények

5.1 FElesztégomba torzsek antagonista hatisinak tesztelése Botrytis

cinerea fonalas gombaval szemben

A vildg minden t4jar6l szarmazo6 élesztégombak lehetséges antagonista
hatésat teszteltiik B. cinerea fonalas gombaval szemben (2. melléklet), mely
az egyik leggyakoribb jelentés mezOdgazdasagi karokat okozd postharvest
patogén (Williamson ¢és mtsai 2007). A vonaltenyészetek kiértékelését
szemrevételezéssel végeztiik, mely alapjan a vizsgalt élesztdgomba torzseket
csoportokra osztottuk aszerint, hogy az élesztégomba milyen mértékben volt
képes a fonalas gombat gatolni (2. melléklet). 1-es kategoriaba soroltuk
azokat az izolatumokat, melyek a gatolt zona méretét nem szamitva olyan
udvart képeztek, melynek hataran beliil a fonalas gomba nem volt képes

tovabb terjeszkedni (8. abra A). Az 06tdos kategéridba pedig azok az

izolatumok keriiltek, melyeket részben vagy egészben elleptek a B. cinerea
hifai (8. abra E).

3. abra. Eleszt('igomba izolatumok (a) Botrytis cinerea (b) fonalasgomba novekedésével
szembeni kolcsonhatasainak tipusa a kisérlet masodik napjan, PDA taptalajon (sajat
szerkesztés). Kategoriak: 1.: Tiszta attetsz6 gatld zéna (A) 2.: Opélos, majdnem attetszd
gatld zona (B) 3.: Kevésbé né a Botrytis cinerea az élesztégomba torzs kornyezetében, de
nincs feltisztult gatld zona (C) 4.: Nincs gatld zona, a telepet szorosan koriil névi a B. cinerea
(D) 5.: A telepet benévi a B. cinerea (E).
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Az elézetes vizsgalatok soran tobb izolatum is igéretesnek tiint (2. kategoria),
mint példaul a Hanseniaspora thailandica (11-472, 11-492, 11-499),
Hanseniaspora uvarum (11-494), Metschnikowia koreensis (11-464, 11-482),
Ogataea minuta (11-483), Pichia bruneiensis (11-485), Pichia kluyveri (11-
1135), P. kudriavzevii (11-460, 11-462), Saccharomycopsis crataegensis (11-
463), Wickerhamomyces anomalus (11-502, 11-503, 11-520, 11-522) vagy a
Wickerhamiella sergipiensis (11-517). Ezek koziil is kitiintek a rozsdabarna
pigmentet termelé Metschnikowia izolatumok (1. kategoria) (9/2/18, 62/1/3,
11-1062). A tesztelt élesztdgombak tobbsége azonban nem tudta felvenni a
versenyt a fonalas gombaval szemben, illetve nem gyakorolt szamottevd
gatlo hatast a fonalas gomba novekedésére. Ahogy az 4. abran latszik, a
pulcherrimin termel6 Metschnikowia torzsek (4. abra A) hatékonysagat egyik

izolatum sem multa feliil (2. melléklet).

4. abra. Kiilonbozé élesztégomba izolatumok gatlo hatasa Botrytis cinerea fonalas gombaval
szemben (sajat szerkesztés). A: 1. kategoria B-L.2. kategéria A: Metschnikowia sp. (11-1062) B:
Pichia kudriavzevii (11-460) C: P. kudriavzevii (11-464) D: Kodamaea ohmeri (11-466) E:
Saturnispora diversa (11-470) F: Hanseniaspora thailandica (11-472) G: Ogataea minuta 11-483 H:
H. thailandica (11-492) I: H. thailandica (11-494) J: H. thailandica (11-499) K: Wickerhamomyces
anomalus (11-503) L: W. anomalus (11-520). A fotok a kisérlet 2. napjan késziiltek. Pazsitot alkotd
torzs: B. cinerea (T4).
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5.2 Taxonémiai problémak a Metschnikowia izolatumok azonositasa

soran

5.2.1 Az Metschnikowia izolatumok 26S riboszémalis RNS gén D1/D2

doménjének elemzése

Mivel az antagonista tesztekben a Metschnikowia torzsek nagyon jol
szerepeltek, de nem minden torzsnek volt biztos a faji hovatartozasa, ezért

elkezdtiik a torzsek DNS alapa taxonomiai vizsgalatat.

A fajok jelenlegi taxonomiai helyzetét nemzetkozi adatbazisokban
ellenérizve, valamint a nemzetség rendszertanaval foglalkoz6 cikkeket
tanulmanyozva kijelenthetjiik, hogy a Metschnikowia nemzetség jelenleg 64
fajt foglal magaba, ez alapjan egy nemzetkdzi egylittmiikodésben késziilt
Osszefoglald tanulmanyban mutattuk be a nemzetség diverzitasat
(Wijayawardene és mtsai 2020). Ezek kozott tobb olyan faj is megtalalhato,

amelyek képesek a pulcherrimin elballitasara (Sipiczki 2020).

Az ismeretlen izoldtumaink azonositasa érdekében elsé 1épésként
szekvenciaelemzést végeztiink, melynek sordn az izolatumok 26S
riboszoémalis RNS gén DI1/D2 doménjét hasonlitottuk 0Ossze az NCBI
nucleotid adatbazisban szerepl6é szekvenciakkal. A vizsgalt Metschnikowia
izolatumok (9/2/18, 62/1/3, 11-1062) 95-98%-o0s egyezést mutattak a M.
pulcherrima, M. fructicola, M. andauensis, M. sinensis, M. shanxiensis, M.

ziziphicola, valamint a M. chrysoperlae fajokkal is.

Ha a talalatokban szerepld tipustorzsek és a meghatarozni kivant
izoldtumaink szekvencidit egymashoz illesztjiik, akkor lathatjuk, hogy az
eltérések a Sipiczki (2013) és munkatarsai altal a M. fructicola és M.
andauensis fajoknal meghatarozott poziciokban talalhatéak (5. abra). Ez azt

jelenti, hogy a fajcsoport tobbi tagjanal is variabilis ez a régio, és ez alapjan
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nem lehet egyértelmiien faji szinten azonositani a harom ismeretlen

pigmenttermeld izolatumunkat.

nEveenn@unniece

O 10| NI iKW N S

5. abra. Variabilis régiok a Metschnikowia izolatumok D1/D2 doménjében (sajat
szerkesztés). A: variabilis régio 1 (VR1) B: variabilis régi6 2 (VR2). A és B abran szerepld
torzsek azonositdi: 1-3.; az azonositani kivant torzsek (1.: 9/2/18; 2.: 62/1/3, 3.: 11-1062) 4.
Metschnikowia andauensis (HA 1657) tipustorzs szekvencidja (AJ745110.1) 5. A
Metschnikowia fructicola (NRRL Y-27328) tipustorzs szekvenciija (AF360542.1) 6-17.
Metschnikowia pulcherrima fajcsoport killonbozé fajainak  tipustorzseib6l —szarmazo
szekvencidk, melyek az NCBI adatbazisaban tortént keresés eredményeként 95-98%-0s
egyezést mutattak az azonositani kivant torzsek szekvencidival. N/W/M/Y/R: Kétes
nukleotidok IUPAC jeldlése a genombol kozvetleniil szekvenalt szekvencidkban.

5.2.2 A Metschnikowia izolatumok ITS régiéjanak elemzése

Mivel a 26S riboszomalis RNS gén D1/D2 domén vizsgalata nagyfoku
variabilitast mutatott, a M. fructicola és M. andauensis fajok tipustorzseit
kezdtiik el vizsgalni. A tipustorzsekbdl szarmazo ITS1 és 1TS4 primerekkel
amplifikalt ITS régiot ITS1 primerrel szekvenaltuk. Az ITS1 szegmens
esetében a kromatogramok nem voltak olvashatoak, és az 5.8S és ITS2
szakaszok 20%-a kétes nukleotidokat tartalmazott. Abban az esetben, amikor
ITS4 primerrel tortént a szekvenalas az el6bbi két szegmensben (5.8S és
ITS2) ugyancsak el6fordultak kis szamban kétes nukleotidok bizonyos
pozicidkban, az ITS1 ebben az esetben is kaotikus volt. Ezek az eredmények

arra utalnak, hogy az ITS régio az riboszomalis RNS-t kodoldo DNS egységen
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beliil a D1/D2 doménnel egyiitt (Sipiczki és mtsai 2013) heterogén mindkét
torzs esetében, s ez okozza a szekvenalasi ,hibakat”. Azért, hogy kideritsiik
elméletiink helytallo-e, a felszaporitott szakaszt klonoztuk ((6 darab klon a
M. andauensis (lan) és 7 darab klon a M. fructicola (Ifr) tipustdrzsek
esetében)) és egyenként szekvenaltuk (3. melléklet).

Egyik klonozott szekvencia sem tartalmazott kétes nukleotidokat, viszont
szamos pozicioban kiilonboztek egymastol. Méretiik a tobbi Metschnikowia
fajéhoz volt hasonld. A 8 M. fructicola szekvenciabol 5 azonos (Ifr4, Ifr6,
Ifrb13, Ifrb15 és Ifrb17), mig a M. andauensis klénok mindegyike egyedi

szekvenciaval rendelkezett.

A legtobb kiilonbség az M. andauensis Ian51 és M. fructicola 1frc26 kozott
volt (26 szubszitacio és egy 1 inszercid vagy delécio) (5. tablazat pirossal
jelolve), de ez a kiilonbség alig volt nagyobb, mint a legnagyobb kiilonbség a
két fajon beliil (26 M. andauensis esetében és 24 M. fructicola esetében) (5.
tablazat Kékkel jelolve). Az ITS1 sokkal valtozatosabb az 1TS2-nél. Clustal
analizissel az Gsszes klonozott szekvencia 34 pozicidoban volt varibilis az
ITS1 régidban és 4 helyen az ITS2-ben. Ot M. fructicola klon és egy M.
andauensis klon azonos ITS2 szekvenciaval rendelkezett. Az 5.8S génben
csak egy helyen volt polimorfizmus. Ebben a pozicidban az Gsszes M.
andauensis és két M. fructicola szekvencia citozint tartalmazott, mig két M.

fructicola timinnel rendelkezett.
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5. tablazat. A Kklénozott ITS szekvenciak (Metschnikowia andauensis: lan, Metschnikowia fructicola: Ifr) paronkénti illesztéseinek
kiilonbségei (szubsziticiok, inszerciok vagy delécidok) (sajat szerkesztés). A legtobb kiilonbség az M. andauensis Ian51 és M. fructicola 1frc26
kozott volt (26 szubsziticid és egy 1 inszercido vagy delécio) (a tablazatban pirossal jelolve), de ez a kiilonbség alig volt nagyobb, mint a
legnagyobb kiilonbség a két fajon beliil (26 M. andauensis esetében és 24 M. fructicola esetében) (a tablazatban kékkel jelolve).

Klbénozott szekvenciak | lan | lan | lan |lan | lan | lan | Ifr | Ifr | Ifr | Ifrb | Ifrb | Ifrb | Ifrc
azonositoi 5 6 10 |42 |43 |51 |4 6 9 13 15 17 26
lan6 11

lan10 21 | 22

lan42 6 10 | 25

lan43 5 6 26 |6

lan51 11 |4 26 |8 6

Ifr4 11 |7 23 |7 11 |7

Ifré 11 |7 23 |7 11 |7 0

Ifr9 10 |10 |23 |6 10 |13 |7 7

Ifrb13 11 |7 23 |7 11 |7 0 0 7

Ifrb15 11 |7 23 |7 11 |7 0 0 7 0

Ifrb17 11 |7 23 |7 11 |7 0 0 7 0 0

Ifrc26 20 |23 |15 |24 |25 |27 |24 |23 |21 |24 24 24
Ifrc27 11 |15 |23 |9 11 |13 (13 |12 |11 |12 12 12 22
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Az ITS1 régio 10 helyen tér el az lan51-es szekvencia esetében a M. rubicola
(NRRL Y-6064) és 14 pozicioban a M. persimmonesis (KCTC 12991BP)
szamu szekvenciaktol (4. melléklet). Az Ifrc26 ITS1 régidja 24
szubsztiticidban kiilonbozott az Ifrb17-t6l, de csak 3
szubsztiticioban a M. leonuri (NRRL Y-6546) szekvenciajatol (4. melléklet).

Haplotipus halozat

A haplotipusok kozotti viszonyokat a pigmenttermeld fajcsoporton beliil a 6.
abran kovethetjiik nyomon. A statisztikai elemzés a tipustorzsek szekvenciait
egyetlen halozatba csoportositotta (6. abra). A haldzaton beliil a M. fructicola
és M. andauensis torzsek szekvenciai nem alkottak kiilon csoportot. Ez azt
jelenti, hogy a két faj ITS-szekvenciajanak kozos evoltcios torténete lehet,
mely soran a torzsek riboszomalis RNS-t kodold DNS egységei tobbszor is

kolcsonhatasba 1éptek egymassal.

Erdekes, hogy a fajon beliili kiilonbségek nagyobbak mindkét izolatum
esetében, mint az egyes szorosan kapcsolodo fajok tipustérzseinek bizonyos
klonozott szekvenciai kozotti kiilonbségek. Példaul az Ian10 26 pozicioban
kiilonbozik az Ian51-t6l, mig csak 18 pozicidoban tér el a M. rubicola (NRRL
Y-6064) szekvenciajatol (6. abra/ 4. melléklet), de példaul a M. andauensis
Ian5 szekvencidja azonos a M. pulcherrima (NRRL_Y_7111)
szekvenciajaval. Azt is észrevehetjilk, hogy a M. fructicola genomjabol
azonositott 32_wgs szekvencia teljesen megegyezik a pigmentet nem termeld
M. chrysoperlae szekvenciajaval (CBS:9803) (6. abra/ 4. melléklet). A
fajcsoport tobbi tagjaban is talalunk azonos szekvenciakat, ilyen a M.
persimmonensis (KCTC 12991BP) és a M. citriensis (CICC 33213).

6. abra. (Kovetkezé oldal). A ITS haplotipusok kézotti viszonyok a Metschnikowia
pulcherrima fajcsoporton beliil (sajat szerkesztés). A haplotipusok egymashoz vald
viszonyat Median Joining alapG héalozat-épitéssel tartuk fel. A haplotipusokat Gsszekotd
vonalakon 1év6 vonasok jelzik az eltérések szamat két adott szekvencia kozott.
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Filogenetikai torzsfa

Ha a Metschnikowia nemzetség fajainak (tipustorzsek szekvenciai)
leszarmazasi viszonyait Maximum Likelihood modszerrel 1étrehozott
filogenetikai fan abrazoljuk, lathatjuk, hogy az Un. nagy spoéras fajok jol
elkiiloniilnek a kis sporas M. pulcherrima csoporttél (M. pimensis, M.
andauensis, M. chrysoperlae, M. fructicola, M. leonuri, M. shanxiensis, M.
sinensis, M. rubicola, M. pulcherrima, M. ziziphicola, M. citriensis, M.
persimmonensis). A kis sporas fajok kisebb mértékben kiilonboznek a
legkozelebbi kozos 6siiktdl és egymastol, mint a nagy sporas fajok. A k6zos
6stdl torténd elvalasuk ota mindannyian kozel azonos mértékben valtoztak és
nagyon kozeli rokonok maradtak. Ha ezen a fan a M. fucticola ¢és M.
andauensis-b6l szarmazé klonozott szekvencidk elhelyezkedését egymastol
fliggetlentil egyenként kiemelve nézziik, akkor lathatjuk, hogy a fajcsoport
tagjai olyannyira kozeli rokonok, hogy a két faj (M. fructicola és M.
andauensis) némelyike kozelebbi rokonsagban all (az egyes klonozott
szekvenciaik alapjan) a csoportba tartozé egyéb fajokkal, mint fajon beliil a
klonozott szekvencidk egymashoz képest vald ,rokonsaga”. Pl. a M.
fructicola, az Ifrc27 klonozott szekvencia alapjan kozelebbi rokonsagban all
a M. rubicola-val, mint a fajon beliili 1fr9 szekvenciaval (7. abra).

7. abra. (kovetkezé oldal) A Metschnikowia pulcherrima fajcsoport ITS1/ITS2
szekvenciajanak molekularis filogenetikai analizise Maximum Likelihood médszerrel
(sajat szerkesztés). Az abran a legnagyobb logaritmikus valdszintiségli fa lathato. Az
agakon a 60% feletti bootstrap értékeket tiintettiik fel. Kékkel jelolve a M. andauensis-b6l

szarmazo klonok. Pirossal jelolve a M. fructicola-bol szarmazo klonok. Bordoval jeldlve a

M. fructicola 277 genombdl szarmazo szekvenciak.
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Filogenetikai halozat analizis

A Split grafban egy-egy csomopont egyetlen éllel (filogenetikai
dendrogramhoz hasonlé szakaszok) vagy parhuzamos élek halmazaval
(halozatot alkotd szakaszok) kapcsolodhat a tobbi csomodponthoz. Ez
utobbiak  hasonld valdszinliségli alternativ  evolicios  lehetoségeket
abrazolnak, emellett felvetik annak a lehet6ségét is, hogy a mar elagazott
részek ujra talalkozhatnak (halozatos/retikulacios rész). A halodzati élek nagy
szama egyértelmiien bizonyitja, hogy a retikulacio jelentés szerepet jatszott a
vizsgalt  ITS-szegmensek  fejlodésében. A  dobozszeri  struktirak
megerdsitettek azt az elképzelésiinket, hogy a vizsgalt szekvenciak
evolucidjaban valdban tortént retikulacio (8. abra). A retikulacid olyan
Osszetett folyamatokat foglal magaban, mint a genetikai elemek horizontalis
atadasa €s cseréje, hibridizacio és rekombindacio.

8. abra. (kovetkezdé oldal) A Metschnikowia andauensis és Metschnikowia fructicola

srer

jelolve a M. andauensis-bdl szarmaz6 klonok. Pirossal jelolve a M. fructicola-bol szarmazo

klonok. Feketével jelolve a M. fructicola 277 genombdl szarmazoé szekvenciék.
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5.2.3 CHEF elektrokariotipizalas

Mivel a taxonémiai vizsgalatok és a filogenetikai analizisek arra utaltak,
hogy a M. fructicola és a M. andauensis nagyon kozeli rokonok, kromoszéma
analizis vizsgalatokat is végeztiink ennek bizonyitdsdra. A 9. &bran
megfigyelhetjik, hogy a M. fructicola és a M. andauensis kromoszéma
mintazata megegyezik. Ez az eredmény is egy ujabb bizonyiték arra, hogy a
két faj nagyon kozeli rokonsagban all egymassal, kariotipusuk alapjan

nehezen kiilonboztethetéek meg egymastol.

Mfru  Mand

9. abra. A Metschnikowia fructicola és Metschnikowia andauensis kromoszéoma
mintazata (sajat szerkesztés). A kromoszomak elvalasztasanak paraméterei: 1. Blokk: 48h,
2400s; 11. Blokk 2: 70h, 3000s; I11. Blokk: 48h, 3300s, kozrezart sz6g: 106°, 1.5 V/cm-1; 166
ora 14 °C.

63



5.2.4 A Metschnikowia auxotrof mutans torzsek hibridizalasa

A szekvencia elemzések alapjan lathatjuk, hogy a pulcherrimin termel6 fajok
kozott igen nagy a hasonlosag. Felmeriil a lehet6ség, hogy ha ennyire kozeli
rokonok, talan képesek hibrideket 1étrehozni. Ennek tisztdzasa érdekében
megkiséreltik a fajokat keresztezni egymassal. Ehhez els6 1épésként
kiilonb6zé aminosavakra auxotréf mutansokat allitottunk eld, majd azokat
keverten tenyésztve, a prototrof hibrideket szelektaltuk. A keresztezésekhez
mar nem csak a M. fructicola és M. andauensis mutansait, hanem tovabbi
pigmenttermeld fajok auxotréf mutansait is bevontuk, hogy részletesebb
képet kapjunk a faji hatarokrol. A keresztezésekbe Osszesen hat
pigmenttermelé faj (M. pulcherrima, M. fructicola, M. andauensis, M.
sinensis, M. ziziphicola, M. shanxiensis) 26 mutansat vontuk be (6. tablazat).
A M. pulcherrima mindegyik fajjal képes volt hibridizalni. Lathatjuk, hogy a
fajok sok esetben képesek voltak egymassal hibridizalni, a M. ziziphicola
példaul az M. fructicola-n kiviil szintén minden parositashan képzett
hibrideket. Ugyanezt figyeltiik meg a M. andauensis esetében is, mely a M.
shanxiensis-en kiviil minden tesztelt fajjal képzett prototrof telepeket a
keresztezési pontokban (6. tablazat. Pulcherrimin termelé Metschnikowia

fajcsoport tagjainak hibridizalasa).

Azonban nem minden parositasban alakultak ki prototrof telepek (azaz
feltételezett hibridek) (6. tablazat). Ez jelentheti azt, hogy bizonyos mutansok
sterilek (pl. 24-es M. andauensis, vagy a 1620-as M. shanxiensis mutans),
vagy utalhat arra, hogy a fajcsoport tagjai parosodasi tipusokkal
rendelkeznek, és emiatt  bizonyos  parositasokban  szexualisan

inkompatibilisek egymassal.

Utobbi elképzelésiinket erésiti meg, hogy az aszkuszos élesztégombak

szexualis aktivitasat a fajok tobbségében a MAT lokusz hatdrozza meg,
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amelyet a Metschnikowiaceae csalad tagjaiban is megtalaltak. Lee és
munkatarsai (2018) a M. pulcherrima fajcsoporton beliil a M. fructicola
genomjaban mar azonositotta a parosodasi tipus kialakitasaért

felelds kodolo régiot (Lee és mtsai 2018).

Eredményeink egyértelmilien arra utalnak, hogy a fajok kozott sok esetben
nem tokéletes a faji izolacio. Azért, hogy arnyaltabb képet kapjunk a fajok
rokonsagi viszonyairdl még tovabbi keresztezéseket kell végrehajtanunk és

még tobb mutanst kell bevonnunk a vizsgalatainkba.
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6. tablazat. Pulcherrimin termelé Metschnikowia fajcsoport tagjainak hibridizalasa (sajat szerkesztés).

M.pul. M.fru. M.and. M.sin. M.ziz. M. sha.
5.
M.pul. | 12. + 12.
13. - + 13.
3. - - - 3.
M.fru. 9. N/A | N/A | N/A - 9.
16. 4F - - + - 16
23. + - + + - - 23.
24. - - - - - - - 24.
25. + - + + - - - - 25.
26. N/A | N/A | N/A - - - - - - 26.
M.and. | 28. + - - + - = - - - - 28.
29. + - + - - - - - - - - 29.
30. N/A | N/A | N/A - - - - - - - - - 30.
32.a + - + + - - = = = = + + - | 32a
32b | NJA | N/A [ NA| + - - - - = = + + - - [ 32b
41. | + - +P | NJA[NA[NA| + | - - L+ ] - - - + | - |41
M.sin. 42. +P - + [ N/A | NJA|N/A|N/A|N/A|NA|NA|NA|NA|NA|NA|NA| - |42,
44, +1 = +1 | N/A | NJA | N/A | NJA | N/A | N/A | N/A | N/A | N/A | NJA | NJA | N/A | - - | 44.
45, + - - N/A [ N/A | N/A | N/A [ N/A| N/A | N/A[N/A|N/A|NA[NA|NA]| - - - | 45.
33. | + + +1 - |NA| - - - + [NIA| - + [NA| - [NA| + | - | -] - [33
36. 4 +1 4 - N/A| - + - + [NA| - + [N/A| + |[N/A| - - - - | + |36
M.ziz. | 37. - - - - N/A| - - - + [NA| - + [NA| + |[NA]| - - - - |+ - |37
1621 | + - + | N/A | N/JA| N/A | N/A | N/JA | N/A | N/A|N/A|N/A|NA|NA|NA| - - - -+ - | - | 1621
1622 | + +P - N/A [ N/A| N/A | N/A [ N/JA| N/A | N/A[N/A|N/A|NA[NA|NA]| - - - -+ + - - 1622
M.sha. 19. + = + - N/A| - - - - [N/A[ - |IN/A|NA]| - - - - - - - -+ - - 19.
1620 | - - - N/A | N/A| N/A | N/A | N/A| N/A | N/A [ N/A| N/A | N/A|N/A|NA| - - - - - - |- - - - | 1620

+: metszéspontban prototrof telepek jelentek meg (+P: csak par telep +1: 1 telep ) N/A: nincs adat -: metszéspontban nem jelent meg prototrof telep
M.pul.= M. pulcherrima M.fru.= M.fructicola M.and.= M. andauensis M.sin.= M. sinensis M.ziz.= M. ziziphicola M.sha.= M. shanxiensis
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5.3 Metschnikowia izolatumok pulcherrimin termelésének vizsgalata
5.3.1 Kornyezeti tényez6k hatasa a pigmenttermelésre

Mivel a korabbi antagonista tesztekben a Metschnikowia fajok jol
szerepeltek, s az antagonista képességiik Osszefiigg a pulcherrimin
termelésiikkel, ezért a tovabbiakban a pigmenttermeld képességiik és a

tenyésztési koriilmények kapcsolatanak vizsgalataval foglalkoztunk.

5.3.1.1 Tapkozeg befolyasa a pigmenttermelésre

Az eredményeink azt mutattak, hogy az €¢lesztdgombak fenntartasara szolgalo
kiilonbozd taptalajokon az izoldtumok igen valtozatos mddon termelik a
pigmentet (10. abra). Az alkalmazott taptalajok koziil a legintenzivebb
pigment képzddést komplett tdptalajokon figyeltiik meg, mint példaul a YPA
(élesztbgomba kivonat, pepton, gliik6z) (10. abra E). Ezt kéveti a PDA
(Scharlab) (burgonya kivonat, gliikéz) (10. abra D) és végiill a minimal
taptalajok, mint az SMA (kiilonb6z6é sok, vitamin és gliikoz) (10. abra A).
Erdekes, hogy a kiilonbozd gyartoktdl szarmazé burgonyakivonatot
tartalmazo téaptalajok kozott is megfigyelhetiink kiilonbségeket. Mig a
Scharlab termékén megfigyelheté pigmenttermelés (10. abra D), addig az

Applichem termékén a pirosodas elmarad (10. abra C).

00000

10. abra. Metschnikowia andauensis pigmenttermelése kiilonbozé taptalajokon (sajat

szerkesztés). (A) SMA (kiilonb6z6 sok, vitaminok, gliikkoz), (B) PE (burgonya kivonat és
gliikéz) (C) PDA (burgonya dextréz, Applichem) (D) PDA (burgonya dextrdz, Scharlab) (E)
YEA (élesztégomba kivonat, gliikdz) (F) YPA (élesztbgomba kivonat, pepton, gliikoz)
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5.3.1.2 Szénforrasok hatasa a pigmenttermelésre

A vizsgalt taptalajok kiillonbozo tapanyagosszetételiiek, ezért elsd 1€pésként
kiilonboz6 szénforrasok hatasat vizsgaltuk pigmenttermelé Metschnikowia
fajok bevonasaval. Az elézetes vizsgalatok alapjan 10 szénhidrat forrast
valasztottunk, melyek esetében pigmentképzédést tapasztaltunk tobb faj
esetében is (1. melléklet). A tovabbi vizsgalatokat M. andauensis-el
végeztilk, mely intenziv pigmenttermelése révén idealis alany a fajcsoport
altal termelt pigment tulajdonsagainak tanulmanyozasara, de kisérleteinkbe
bevontunk tobb, eddig kevésbé, vagy egyaltalan nem tanulmanyozott

pigmenttermeld izolatumot is.

A tiz szénhidrat forrast tobbnyire jol hasznositotta a M. andauensis. Azonban
bizonyos szénforrasok mellett lassabban szaporodott (Molnar és Prillinger
2005), ilyen a trehaloz és a xiloz is (11. abra 9. és 10.). E két szénforras
esetében a kisérlet kezdeti fazisdban egyaltalan nem figyelhetiink meg
pigmenttermelést (11. abra 3. nap 9. és 10.). A 13. napon végiil a trehal6zzal
kiegészitett taptalajon a M. andauensis koriil nagyméretii, halvany pigmentalt
z6na alakult Ki (11. abra 13. nap és 9.). Azonban ez mar kés6é ahhoz, hogy az
¢lesztdgomba antagonista hatdsa idében kifejez6djon, ahogyan azt a 12.
abran (trehaldoz) is megfigyelhetjiik. Az 12. abran a fotok a kisérlet 6todik
napjan késziiltek, amikor még a pigmentalt zéna nem tudott kialakulni a
trehaldzzal kiegészitett taptalajon a Metschnikowia torzsek koriil. Lathatjuk,
hogy igy a gatlas is elmarad. Ugyanezt figyeltiik meg a xil6zzal kiegészitett
taptalajokon is (12. abra xil6z), mely szénhidrat forrds esetében szemmel
lathatéan egyaltalan nem tortént pigmenttermelés sem a kisérlet kezdeti

fazisaban, sem a 13. napon (11. abra 10.).

A telepek szinének intenzitdsdban nem tapasztaltunk figyelemre méltdan

nagy eltérést. Viszont a kialakult pigmentalt teriilet méretében és szinének
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erdsségében mar jelentdsebb kiilonbségeket is ¢€szlelhetiink. Példaul a

legsotétebb zona minden esetben a galaktozzal kiegészitett taptalajon alakult

ki (11. abra 3.), habar mérete elmaradt tobbek kozott a szachardz vagy a
maltoztol (11. abra 5. és 8.).

11. abra. Metschnikowia andauensis altal képzett pigmentilt zona megjelenése
kiilonb6z6 szénforrasokon (4 g/ 100 ml) a kisérlet 3. és 13. napjan (sajat szerkesztés). 1.
Cellobioz 2. Fruktoz 3. Galaktoz 4. Glikoz 5. Maltoz 6. Mannoz 7. Szorbéz 8. Szacharéz 9.
Trehaléz 10. Xiloz.
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12. abra. Kiilonboz6 szénforrasok hatasa a pulcherrimin termelésre (sajat szerkesztés).
Balrol jobbra haladva pigmentet nem termeld negativ kontrollként alkalmazott
Metschnikowia chrysoperlae, majd kiilonb6z6 pigmenttermel$ izolatumok kovetkeznek.
Elséként a M. andauensis, majd egy tanszéki izolatum Metschnikowia sp., végiil pedig a M.
sinensis. A torzsek antagonista hatasat Botrytis cinerea-val szemben teszteltik. (B) B.
cinerea altal képzett pazsit. Alkalmazott taptalaj: SMA+ 4 ¢g/100 ml szénforras + FeCls-oldat
(0,005 mg/ml). A fotok a kisérlet 5. napjan késziltek.
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5.3.1.3 A pH és a homérséklet hatasa a pigmenttermelésre

A pH és a homérséklet egylittes hatdsat a 13. abra jol szemlélteti. Els6
1épésként szilard taptalajon teszteltiik a M. andauensis pigmenttermelését. A
13. abraan lathatjuk, hogy az alacsony pH (pH= 5) nem kedvez az e¢léanyag
diffundalasanak, mig ahogy emelkedik az érték annal kiterjedtebb a

pigmentalt zona mérete

A 13. abra azt is megfigyelhetjiilk, hogy a magasabb hémérséklet nem

kedvez az el6anyag terjedésének a taptalajban.

25°C 30°C 37°C

13. abra. Hoémérséklet és pH hatasa a Metschnikowia andauensis pulcherrimin
termelésre (sajat szerkesztés). Taptalaj: PDA, kiegészitve FeCls-oldattal (0.01 mg/ml), agar

koncentracio: 1.5%. A képek a kisérlet 3. napjan késziiltek.
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Az eddigi megfigyelésekben olyan kornyezetben vizsgaltdk az
¢lesztégombakat, mely lehetévé teszi a difftizid 1étrejottét. Ezért szamolnunk
kell azzal az eshetdséggel, hogy ezek az adatok inkabb a diffuziorol adnak
informaciot, nem pedig ténylegesen Kkeletkezett pigment mennyiségérol.
Azért, hogy kideritsik a kozeg kémhatdsa és a hémérséklet egyiittesen
hogyan hatnak a pulcherrimin képzddésére a diffaziot lehetdvé tévo szilarditd
kozeg kiiktatasaval, tapfolyadékban is elvégeztiik a kisérletet. A 14. abra
lathatjuk, hogy a pirosodas tapfolyadékban (PDB) 30 °C 616tt, alacsony pH-
n valt szemmel lathatova, valamint a tenyészetek szinének intenzitasa
egyenes aranyban novekszik a homérséklet emelkedésével és a pH

csokkenésével. (14. abra).

pH=50 pH=6,0 pH=65 pH=7,0

14, abra. Hémérséklet és pH hatiasa a Metschnikowia andauensis pigmenttermelésére
(sajat szerkesztés). A Metschnikowia sejtek tenyésztése vas (III)-kloriddal kiegészitett PDB
folyadékban tortént. A tenyészetek pH-ja nem valtozott a napok el6rehaladtaval. A kisér
kisérlet 2. és 3. napjan a tenyészetek 250ul vas (III)-klorid oldattal (10mg/ml) lettek
kiegészitve a nagyobb mennyiségli pigment el6allitisa érdekében. A fotdk a kisérlet 3.

napjan késziiltek.
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5.3.1.4Réz hatasa a Metschnikowia andauensis szaporodasara és B.

cinereaval szembeni gatlé hatasara

Mivel a réz (pl. Borddilé) és kén alapu gombaold szerek Magyarorszagon is
engedélyezettek az Okogazdalkodasokban (EU jogszabaly, 889/2008/EK),
megnéztiik, hogy a CuSQO4 (Bordoilé osszetevdje) milyen hatassal lehet a M.
andauensis pulcherrimin termelésére és ezaltal az antagonista hatasanak
kifejezddésére.

A folyadékban és taptalajon elvégzett kisérleteink soran, ugy tapasztaltuk,
hogy az altalunk tanulmanyozott Metschnikowia andauensis szaporodasara a
CuSOg4 negativ hatassal van, bar az alkalmazott koncentracid6 nem teljesen

gatolta a sejtosztodast (15. abra).

15. abra. CuSO: negativ hatasa a Metschnikowia andauensis szaporodasara (sajat
szerkesztés). M. andauensis (1x10° sejt/ml) SMA, SMA+CuSO,4 (0,05 mg/ml) valamint
SMA + CuSO4 (0,05 mg/ml) + FeCls (0,05 mg/ml) oldatokkal kiegészitett taptalajon. A
fotok a kisérlet masodik napjan k késziiltek.

Es ami még fontosabb, hogy az alkalmazott mennyiségtdl fiiggéen
csokkentheti, vagy akar meg is akadalyozhatja a pigmentalt zona kialakuldsat
(16. abra), ezaltal in vitro semlegesiti az élesztdgomba antagonista hatasat. A
aranyban csokken a gatld zona mérete. A 0,05 mg/ml CuSO4 tartalmi

taptalajon pedig teljesen megsziinik.
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M. and. M. chr. S.pom.

16. abra. CuSOg4 hatasa a Metschnikowia andauensis Botrytis cinerea ellen kifejtett gatlo
hatasara (sajat szerkesztés). A: a kisérlet masodik napjan késziilt fotok. B: a kisérlet 6todik
napjan késziilt fotok. M. and.: M. andauensis (11-1120). M. chr.: M. chrysoperlae (11-1158)
negativ kontrollként alkalmazott antagonista hatasarol nem ismert pigmentet nem termel6
Metschnikowia faj. S.pom.: S. pombe (L972) antagonista hatasarol nem ismert faj. Taptalaj:
SMA, kiegészitve kiilonb6z6 koncentracioju CuSOg-oldattal (0.0005 mg/ml, 0.005 mg/ml,
0.05 mg/ml).
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5.4 Klesztégomba-élesztégomba kolesonhatas vizsgalata
5.4.1 A kolcsonhatasok tipusa

Szamos élesztogombat teszteltiink, melyek kozott megtalalhatd biokontroll
képességérol ismert, és még e szempontbol nem vizsgalt fajok egyarant (7.
tablazat). Valamint eredményeink kiértékelésénél azt is figyelembe vettiik,
hogy a novények és gylimolesok felszinérdl izolalt élesztégombak kozott

megtalalhatoak potencidlisan humanpatogén fajok is.

Az ¢lesztdgomba-¢lesztdgomba kolcsonhatasokat megfigyeléseink alapjan 3
tipusba soroltuk. Semleges hatasnak tekintettiink minden olyan esetet, ahol
nem tapasztaltunk szemmel lathaté kolcsonhatast. Tehat mind a pazsitként
alkalmazott, mind a pazsitra oltott élesztégomba zavartalanul szaporodott a
petri-csészén.  Egy élesztégomba negativ hatassal volt egy masikra,
amennyiben koriilotte feltisztult gatldo zona alakult ki (17. abra B). Valodi
feltisztult gatlozonat ritkan figyeltink meg. Es érdekes modon egyes
esetekben serkent6 hatas volt megfigyelheté a tesztelt torzsek koril (7.
tablazat, S-el jelolve). Pédaul a Candida diversa (Saturnispora diversa, 11-
470) képes serkenteni a Candida ethanolica (11-473, 17. abra D) és C.
tropicalis (11-476, 17. abra C) izolatumok sejteinek szaporodasat. Emellett
gatlo- és stimulacids zonak egyiittes el6fordulasa is kimutathat6 (IS-el jelezve
a 7. tablazat, 17. abra A). Es amint a 7. tiblazat mutatja, a megvizsgalt
¢lesztbgomba fajok  kozil az M. anaduensis volt az egyik

leghatékonyabban gatlo faj.
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7. tablazat. Az élesztégombak képesek gatolni a gombas fertozést okozo fajokhoz tartozd torzsek szaporodasat
(sajat szerkesztés). +: gatlo zona jelenléte -: nincs gatlas S: serkenté hatas I-S: gatlo- és stimulacios zonak egyiittes el
el6fordulasa nd: nincs vizsgélva. Taptalaj: EMMA, pH=7, szobahdmérséklet.

Pazsitot alkoté Pazsitot alkoté
gombas fert6zést okozo fajok gombas fert6zést nem okozoé fajok

Tesztelt izolatumok

Biokontroll

aktivitasukrol
ismert fajok
Pichia  kudriavzevii | -
11-460
Wickerhamomyces - - - + +
anomalus
11-502

Saccharomyces - - - S - + nd + - - n
cerevisiae 11-481
Candida tropicalis | - - - + - + - - - S -
11-476
Pichia guilliermondii | - - - - - + + - - - S
11-505
Metschnikowia - + + - + I-S n ¥ ¥ n T
andauensis 11-1120
Metschnikowia - - - S + S + - + + +

Pichia kudriavzevii
11-466
Naganishia albida
Wickerhamomyces

Saccharomycopsis
orientalis

crataegensis

Candida stigmatis
11-467

Kodamaea ohmeri
Candida tropicalis
meliponinorum

»| 11-468
Saturnispora

11-462
11-471
2-1365
11-465
Starmerella
Torulaspora
delbrueckii
| 11-469
Candida citri
11-470
diversa
11-461

+ | 11-463

+
1
+
+
1
+
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pulcherrima 11-578

Metschnikowia
pulcherrima 11-11

Biokontroll
aktivitasukrél nem
ismert fajok

Candida  stigmatis
11-465

Hanseniaspora
thailandica 11-472

Candida ethanolica
11-473

Ogataea dorogensis
11-486

Papilioterma
flavescens 11-489

Candida verbasci 11-
1055

Wickerhamomyces
orientalis 11-461
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Pazsitot WRoto torzs- Pazsitot alkoto térzs: Pdzsitot alkoto térzs: Candida diversa
Saccharamycopsis crataegensis Kodamaea ohmeri Lo (11-470)
(11-463) - (11-466) i

'Metschnikowia Metschnikowia c

Pazsitot alkoto térzs: Candida diversa
(11-470)

andauensis andauensis
(11-1120) (11-1120)

~Candida ethanolica (11-473)

17. abra. Az élesztogombak kozott fellépo kolcsonhatasok tipusa (sajat szerkesztés). (A)
Gatlo- és stimulacios zona egylittes megjelenése a Metschnikowia. andauensis koriil
Ssccharomycopsis crataegensis (11-463) pazsiton (B) Feltisztult gatlé zoéna a M. andauensis
(11-1120) térzs koriil Kodamaea ohmeri (11-466) pazsiton. Serkent6 hatas a (C) Candida
tropicalis (11-476) és a (D) C. ethanolica (11-473) koriil C. diversa (11-470) pazsiton.
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5.4.2 Az antagonista hatas kifejez6désének mértékét befolyasolo

tényezok

Korabbi tanulmanyok (pl. Raspor és mtsai 2010, Spadaro és mtsai 2010b,
Sipiczki 2006) ¢és az eddigi eredményeink (lasd. Metschnikowia andauensis
pulcherrimin termelésének vizsgalata) arra utalnak, hogy a taptalaj és a
tenyésztési koriilmények erésen befolyasolhatjak a mikrobak biokontroll
aktivitasat. [gy megismételtiik kisérleteinket a human gombas fertdzést okozo
fajok egyikével (N. albida, 2-1365) eltéré pH-értékii, hdmérsékletii, minimal
(EMMA) és komplett (YPA) taptalajokat és tovabbi teszt-torzseket

alkalmazva.

Megtigyeltiik, hogy az élesztdgombak kozotti kdlcsonhatast a tenyésztési
koriilmények erésen befolyasoltak (8. tablazat). A pH-érték vagy a taptalaj
Osszetételének valtozasa a kiilonbozé fajok esetében eltéréen befolyasolta a

torzsek gatlohatasanak megnyilvanulasat (18. abra, 8. tablazat).

Bizonyos torzsek csak tapanyagban szegény taptalajon mutattak
antagonizmust (pl. W. sergipiensis 11-517, 18. abra A), mig mas torzsek csak
komplett taptalajon képeztek gatlo zonat (pl. Sporidiobolus ruineniae 11-
1185, 8. tablazat, vagy W. anomalus 11-502, 18. abra B).

Hasonldképpen, az inkubaciés homérséklet is befolyasolhatja a gatlasi zona
megjelenését. A gatlas bizonyos esetekben csak alacsonyabb (22 °C, 24° C)
homérsékleten jelent meg (példaul Wickerhamomyces orientalis 11-461, 8.
tablazat vagy Candida verbasci 11-1055, 18. abra C).

Tovabbi kisérleteink azt is kimutattdk, hogy az antagonizmus megjelenése
fiigghet a tapkozeg pH-jatol. A W. anomalus (11-502) példaul pH=5-6s
értéken nem gatolta a N. albida (2-1365) szaporodasat, mig a pozitiv
eredményt kaptunk pH=6,5-0s értéken (18. abra D, 8. tablazat). Hasonlo
eredményeket kaptunk a 11-476 és a 11-1188 C. tropicalis torzsek esetében
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is (8. tablazat). Ezzel szemben Ogataea dorogensis (11-486) csak 5-6s pH
értéken tud gatolo zonat képezni (8. tablazat), mig a Trichosporon asahii (11-
1127) ezen a téren kevésbé volt érzékeny a pH-valtozasokra (8. tablazat, 18.

abra E).

Bizonyos izolatumok, mint példaul a Candida insectorum (11-1193) minden
koriilmények kozott képes volt gatolni a N. albida (2-1365) szaporodasat (8.

tablazat).

K Pazsitot alkoté torzs: Saccharomyegpsis crataegensis 11-463

A

EMMA
Pazsitot alkoto6 torzs: Saccharamyecopsis crataegensis 11‘45

C
EMMA <«

Tesztelt izolatum :111-1055 Candida verbasci  Pazsitot alkot6 torzs: 11-466 Kodamaea ohmeri
22°C pL 30°C 370C
YPA v ‘ y

6:nap

) Tesztelt izoldtum: W. anomalus 11-502 E Tesztelt izolatum: Qkhosporon asahii 1¢—1127

. H6.5%
pHS p 4

pHS5 k pH6.5 8
. &' m‘\ L

Pazsitot alkoto torzs: Naganishia albida 2-1365 EMMA, 24°C, 5. nap

18. abra. Az antagonista hatas megnyilvanulasat befolyasolé tényezék (sajat
szerkesztés). (A) W. sergipiensis 11-517 csak tipanyagban szegény taptalajon mutat
antagonizmust. (B) W. anomalus 11-502 csak komplett taptalajon képez gatldé zonat. (C) A
C. verbasci 11-1055 csak 22 °C-on képes gatolni a K. ohmeri 11-466-o0s izolatumat. (D) A
W. anomalus (11-502) pH=6,5-6s értéken gatolta a N. albida (2-1365) szaporodasat. (E) A
Trichosporon asahii (11-1127) nem volt érzékeny a pH-valtozasokra.

80



8. tablazat. Tenyésztési koriilmények hatasa az élesztogombak kozotti

kolcsonhatasok megnyilvanulasara (sajat szerkesztés). +: gatld zona
jelenléte -: gatldé zona hianya nd: nincs vizsgalva, S: stimulacié I-S: gatlo- és

stimulacids zona egyilittes eléfordulasa

Pazsitként alkalmazott torzs: Naganishia albida (2-1365)

Tesztelt izolatum
megnevezése

Taptalaj tipusa

YPA |

EMMA | YPA

|  EMMA

Inkubacios homérséklet

24°C

|

30°C

Tapkozeg pH értéke

pH=5 | pH=6.5 | pH

=5 | pH=6.5 | pH=5 | pH=6.5 | pH=5

P. kudriavzevii 11-460

+

P. kudriavzevii 11-1146

+

W. anomalus 11-502

S. cerevisiae 11-481

C. tropicalis 11-476

P. guilliermondi11-505

M. andauensis 11-1120

M. pulcherrima 11-578

M. pulcherrima 11-11

C. stigmatis 11-465

H. thailandica 11-472

C. ethanolica 11-473

O. dorogensis11-486

P. flavescens 11-489

C. verbasci 11-1055

W. orientalis 11-461

C. glabrata 11-523

T. asahii 11-1127

+

P. kluyveri 11-1135

S. ruineniae 11-1185

C. insectorum 11-1193

+ |+
+| +

+|+
+|+

+| |

C. magnifica 2-1366

C. tropicalis 11-1188
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543 A Pichia kudriavzevii szaporodiasa nehezen gatolhaté

élesztogombakkal

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy bizonyos ¢lesztégombak
érzékenyebben reagalnak toliik eltérd fajok jelenlétére, mig masok ellenalld
képessége nagyobb (7. tablazat). Ilyen -ellenallonak bizonyult a P.
kudriavzevii. Ezért megismételtiik a kisérleteinket ugy, hogy a P. kudriavzevii
két torzsét (11-460, 11-462) hasznaltuk pazsitként, és megvizsgaltuk a

tesztelt torzsek gatld hatasat a fajjal szemben.

Egyik vizsgalati torzs sem gatolta a P. kudriavzevii szaporodasat sem
minimal, sem komplett taptalajon (szobahdmérséklet, pH=7) (9. tablazat).
Kijelenthetjiik, hogy a P. kudriavzevii egy viszonylag ellenallo faj. Ezzel
ellentétben példaul a S. crataegensis (11-463) érzékeny torzsnek mondhato,

mivel szamos faj gatolta a szaporodasukat (9. tablazat).

82



9. tablazat. Kiilonb6zo élesztd izolaitumok antagonista hatasinak tesztelése
a Pichia kudriavzevii és a Saccharomycopsis crataegensis fajokkal szemben
(sajat szerkesztés). + : gatld zona kialakult a tesztelt torzs koriil; - : gatldo zona
nem alakult ki a tesztelt torzs koriil. Inkubacios hdmérséklet: szobahémérséklet.

Pazsitként alkalmazott izolatumok
Pichia Saccharomycopsis
kudriavzevii crataegensis
11-460 és 11-462 11-463
Tesztelt izolatum Taptalaj tipusa
megnevezése EMMA/YPA EMMA/YPA

Aureobasidium pullulans -/- -[+
11-501

Candida boidinii 11-484 -/- -/-
Kuraishia borneoana 11-487 -/- -/-
Candida butyri 11-513 -/- -
Pichia chibodasensis 11-477 -/- -/-
Pichia chibodasensis 11-478 -/- -/-
Candida citri 11-469 -/- -[+
Saturnispora diversa 11-470 -/- +/-
Candida ethanolica 11-473 -/- -/-
Candida glabrata 11-523 -/- +/-
Candida intermedia 11-504 -/- -/+
Candida jaroonii 11-506 -/- -[+
Candida jaroonii 11-512 -/- -[+
Candida jaroonii 11-514 -/- -[+
Candida parapsilosis 11-519 -/- -[-
Candida pseudointermedia -/- -[+
11-488
Wickerhamiella sergipiensis -/- +/-
11-517

Candida suratensis 11-507 -/- -/+
Candida suratensis 11-509 -/- -/+
Candida suratensis 11-510 -/- -/+
Candida tropicalis 11-471 -/- -/-
Candida tropicalis 11-521 -/- -[+
Starmerella bacillaris11-479 -/- -/-
Papiliotrema flavescens -/- +/-
11-489

Papiliotrema flavescens -/- -/-
11-518

Hanseniaspora thailandica -/- -/-
11-491
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Hanseniaspora thailandica - -/-
11-495

Hanseniaspora thailandica - -/-
11-499

Hanseniaspora uvarum -/- -/-
11-494

Pichia terricola 11-475 -/- -/-
Kodamaea ohmeri 11-466 -/- -/+
Kodamaea ohmeri 11-490 -/- -/+
Kodamaea ohmeri 11-500 -/- -[+
Metahyphopichia laotica -/- -/-
11-511

Metahyphopichia laotica -/- -1+
11-516

Metschnikowia koreensis -/- -/-
11-464

Metschnikowia koreensis -/- -[+
11-482

Metschnikowia laotica -/- -[+
11-524

Metschnikowia sp. 11-1062 -/- -[+
Pichia anomala 11-502 -/- -[+
Pichia anomala 11-520 -/- -[+
Pichia anomala 11-522 -/- -[+
Pichia bruneiensis 11-485 -/- -[+
Pichia manshurica 11-480 -/- +/-
Saccharomycopsis -/- -/-
crataegensis 11-496

Starmerella caucasica -/- +/-
11-1071

Starmerella meliponinorum -/- +/-
11-467

Torulaspora delbrueckii -/- +/-
11-474

Wickerhamomyces orientalis -/- -/-

11-461
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5.4.4 Az antagonizmus kifejezodése fajspecifikus lehet

Vizsgalatunk soran kidertilt, hogy a tesztelt ¢lesztdgombak antagonista hatasa
nagymértékben fligg a partner torzst6l. Példaul a Pichia kudriavzevii (11-
460) gatolhatja a Candida citri-t (11-469) vagy Saccharomycopsis
crataegensis-t (11-463), mikozben nem képez gatlo zonat a Starmerella
meliponinorum (11-467) vagy Candida stigmatis (11-465) (7. tablazat)
izolatumokkal szemben. Ha az eredményeket megvizsgaljuk olyan
szempontbol is, hogy a tesztelt fajokat felosztjuk gombas human
megbetegedést okozd és human betegséget nem okozd csoportokba, akkor
ugyanezt megfigyelhetjiik ebben az esetben is. Példaul a K. ohmeri (11-466)
(17. abra B) és a C. tropicalis (11-471) szaporodasat a M. andauensis (11-
1120) képes gatolni, mig a N. albida-t a W. anomalus (11-502) és C.
tropicalis gatolta (11-476) (7. tablazat). Mas tesztelt fajok, mint példaul a
Pichia guilliermondii (11-505) nem voltak képesek gatlé zonat képezni a
betegséggel Osszefiiggd fajokkal szemben (7. tablazat, viszont hatasosak
voltak tobb, a betegséghez nem kapcsolddd fajhoz tartozo torzs ellen (7.

tablazat).

85



6 Eredmények megbeszélése

6.1 Elesztégomba izolatumok antagonista hatisanak tanulmanyozasa

Botrytis cinerea fonalas gombaval szemben

A torzsgyijteménylinkben megtaldlhaté tobb mint 80, a vilag minden téjarol
szarmazo élesztGgomba torzs antagonista hatasanak tesztelését végeztiik el a
postharvest patogén Botrytis cinerea fonalas gombaval szemben. A célunk az
volt, hogy olyan élesztégombat talaljunk, mely akadalyozza a fonalas gomba

terjedését.

A legtobb izoldtum mar a kisérlet kezdeti szakaszdban sem tudta felvenni a
versenyt a B. cinerea-val szemben. Azonban példaul a H. thailandica és a W.
anomalus izolatumok kis mértékben gatoltak a fonalas gomba terjedését a
taptalajon. A leghatékonyabbnak a pigmentet termelé Metschnikowia torzsek
bizonyultak. Az izolatumok koriil teljesen feltisztult gatld zona alakult ki. A
fajcsoport tobb képvisel6jérdl jelentették mar korabban B. cinerea elleni
antagonista hatdsat, 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 termel6 Metschnikowia nemzetséghez

tartozo izolatum is alkalmas lehet biokontrollra e fonalas gombaval szemben.
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6.2 Taxonémiai vizsgalatok

A bioprotekciora alkalmas, almarol izolalt pigmenttermeld Metschnikowia
izolatumaink azonositasakor vilagossa valt, hogy ezeket az élesztégombakat
a hagyomanyos asszimilacios és Szaporodasi tesztekkel nem tudjuk faji
szinten azonositani a tipustorzsek kozotti tal nagy hasonlosag miatt. Sipiczki
¢s munkatarsai 2013-as cikkiikben pedig kimutattak, hogy a M. andauensis és
M. fructicola tipustorzsek rRNS génjének nagy alegységét (26S) kodolo
szakaszanak D1/D2 doménje nagyon heterogén ennél fogva nem alkalmas a

két faj megkiilonboztetésére.

A mi eredményeink azt mutatjak, hogy nem csak a cikkben emlitett két faj
esetében mutathatdo ki ez a jelenség, hanem a fajcsoport tobb tagjara is
jellemz6é. Tehat nem ez a megfeleld régio 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) régio
tanulmanyozasara iranyult, mely DNS szakaszt a riboszomalis nagy alegység
mellett szintén haszndljdk a genetikai tavolsagok meghatdrozasara a
tomlosgombaknal (Seifert 2009, Del-Prado és mtsai 2010, Hyde és mitsai
2020).

Ugy talaltuk, hogy a két fajnal a D1/D2 doménhez hasonléan az ITS1-5.8S-
ITS2 régidoban is vannak kétes nukleotidok a genombol kozvetlen
szekvendldssal kapott szekvencidkban. Azért, hogy a kétes nukleotidokbol
adodo problémat megoldjuk a genombol amplifikalt DNS szakaszokat
klénoztuk, majd egyesével meghatiroztuk azok nukleotid sorrendjét.
Mindegyik M. andauensis ¢s a legtobb M. fructicola klon egyedi
szekvenciaval rendelkezett. Ez a polimorfizmus nem tulajdonithato

szekvenalasi hibanak, mivel a varidbilis poziciok nem random modon
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elszortan helyezkednek el a klonokban. A M. fructicola tipustdrzsébol
szarmaz6 klonozott szekvencidkat a nyers genom szekvencidval (Hershkovitz
és mtsai 2013) Osszevetve tovabbi valtozatokat is taldlunk. Ugy tiinik, hogy
az riboszomalis RNS-t kodold6 DNS egységek ot kiilonbozd helyen
szétszortan helyezkednek el a genomban, de azt meg kell jegyezni, hogy a
genom (Hershkovitz és mtsai 2013) nincs teljesen oOsszeallitva, igy a
riboszomalis RNS-t kodolo 16kuszok tényleges szama lehet akar sokkal

nagyobb is.

Eredményeink azért iS meglepdek, mert mas részletesen tanulmanyozott
¢lesztégomba fajoknal a riboszémalis RNS-t kodoldé DNS egységek nagy
folyamatos tombokbe rendezddnek és genomok kozotti polimorfizmus
nagyon alacsony. Ez a homogenizacionak vagy az dsszehangolt evolicionak
koszonhetd. Az Osszehangolt evolucio sordn az tRNS egységek
,horizontalisan” fejlédnek, ami azt jelenti, hogy az egyik egységben
keletkezett nem karos mutaciok szétterjednek az Osszes tobbi egységben.
Ennek eredményeképpen a riboszomalis RNS-t kodold DNS egységek nem
egymastol fliggetleniil fejlodnek (pl. Ganley és Kobayashi 2007). Ez a
jelenség kapcsolatban lehet azzal, hogy a sejtosztddas soran, amikor a testvér
kromoszomak egymasmellé rendezddnek egyenldtlen rekombinécid johet
l1étre, melynek kovetkeztében riboszomalis RNS-t kodoldo DNS egységek
cserélédhetnek ki vagy veszhetnek el (Eickbush és Eickbush 2007,
Kobayashi 2008).

Szamitogépes modellezéssel kimutattak, hogy a homogenizacié csokkenti a
mutacios terhelést (Ohta 1989). A M. fructicola-ban az rRNS szétszoértan
helyezkedik el, igy az elkiiloniilt rovidebb ismétlodések és kiilonalld kopiak
fizikailag lehetetlenné teszik a homogenizaciot. Ez a feltételezés 6sszhangban
van négy Nicotiana faj egy ujabb tanulmanyanak eredményeivel, amelyben

Osszefiiggést taldltak az ITS1 ribotipusok szdma és a riboszomalis RNS-t
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kodolo DNS egységek helyeinek szama kozott a genomban (Matyasek és
mtsai 2012). A kutatok szerint a homogenizacié nagyobb a sorozatokon
beliil, mint a sorozatok kozott, €s az alacsony szintli kromoszéma lokuszok
kozotti  homogenizacid  lehetévé teszi a  kiilonbdzd  ribotipusok
felhalmozodasat. Habar a mi esetiinkben a M. andauensis és M. fructicola

ITS2 szekvenciai nem alkotnak kiilonallo csoportokat.

Az M. fructicola tipustérzs genomszekvencidjanak elemzésével azt is
kimutattuk, hogy e faj riboszomalis RNS-t kodolo DNS-e
toredezett/fragmentalt, pszeudogéneket tartalmaz, és igy a sziiletés-halalozas
(birth-and-death) mechanizmus altal alakul, nem pedig homogenizacioval,
ami az élesztégombaknal szokatlan. A gombaknal a sziiletés-halal evolucios
mechanizmust eddig csak az 5S gének esetében tanulmanyoztak (Rooney és

Ward 2005), habar ez a régi6 taxonémiai szempontbdl nem jelentds.

Ezek az eredmények felvetik annak a lehet6ségét, hogy a pulcherrimin
termel6 fajok kozotti izolacios hatar nem teljes és a fajok képesek hibridizalni
egymassal. Ezt tamasztotta ala az is, hogy példaul a M. fructicola és M.
andauensis kromoszoma mintazata nagyon hasonlonak bizonyult, és hogy a
kiilonb6zé ~ Metschnikowia  fajokbol  izolalt  auxotrof — mutansok
keresztezésekor kaptunk 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  kodolo DNS  sorozatok)

Ujratalalkozasara.

Erdekes, hogy bar kaptunk fajon beliil és fajok kozétt is hibrideket, szamos
fajon beliili parositasban nem tudtunk prototrof telepeket azonositani, amely
felveti azt a lehetGséget, hogy a vizsgalt Metschnikowia fajoknal is

kialakulhattak pérosodasi tipusok, mely jelenség megfigyelhetd a

89



Metschnikowia nemzetségen beliil tobb fajnal is, igy példaul a M. fucticola
esetében is (Wolfe és Butler 2017). Azaz elképzelhetd, hogy ahol nem

kaptunk prototrof telepeket, ott a mutansoknak azonos parosodasi tipusa volt.

A genomon beliili magas diverzitasuknak koszonhetéen a D1/D2 domén és
az ITS régi6 alkalmatlan e fajok diagnosztizalasara, ennél fogva a csoportba

tartozo fajok/izolatumok taxonomiai helyzete feliilvizsgalatra szorul.

A vizsgalt pulcherrimin  termel6 fajok taxondémiai szempontbol
mozaikossagot mutatnak, melyrdl teljes képet akkor kaphatunk, ha minél

tobb és minél tobb helyrdl szarmazo izolatumot vonunk be a vizsgalatokba.

Itt meg kell emliteni, hogy a torzsgyljteményben megtalalhatd izolatumok
azonositasakor két uj faj leirasara is sor keriilt egy tanulmanyban (Diutina
bernali, Diutina sipiczkii), melyek kozil a D. bernalii esetében is
megfigyelhetéek a heterozigota helyek az aszkomikédta élesztégombak
azonositasara hasznalt riboszomalis RNS-t kodold6 DNS régiokban (Hyde és
mtsai 2020). A Diutina nemzetséget nem soroltak be egyik csaladba sem a
Saccharomycetales renden belil, de igen kozeli rokonsagban all a
Debaryomycetaceae/ Metschnikowiaceae kladdal (Hyde és mtsai 2020,
Wijayawardene és mtsai 2020).
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6.3 Metschnikowia izolatumok pulcherrimin termelésének vizsgalata

Az antagonista tesztekben teljesen feltisztult gatld zonat a pulcherrimin
pigmentet termeld élesztoégombak koriil figyeltink meg, ezért e csoport
tagjait valasztottuk ki tovabbi elemzésre. A Metschnikowia ¢lesztégombak
némelyike pigmentet termel, mely altal képes a postharvest patogén
fonalasgombdk altal okozott rothadas késleltetésére a lesziiretelt
gylimolcsokon. Mivel a folyamatban a pulcherrimin kulcsfontossagu, hiszen
a pigmentet nem termel6 mutansoknak gatloképessége megsziinik (Sipiczki
2006), munkank soran leginkabb a pigment termelddését befolydsolo

tenyésztési tényezok tanulmanyozasara fokuszaltunk.

A kiilonbozo kornyezeti tényezok koziil vizsgaltuk tobbek kozott a tapkozeg,

a pH, a hdmérséklet, kiilonbozé szénforrasok, valamint a Cu?*-ion hatasat is.

Az élesztégomba antagonista mikroorganizmusként vald alkalmazasa esetén
a természetben torténd talélése szempontjabol fontos, hogy milyen
tapanyagokkal egyiitt keriil kereskedelmi forgalomba. Ez ugyanis komolyan
befolyasolhatja antagonista mechanizmusanak kifejez6dését is (Raspor és
mtsai 2010, Spadaro és mtsai 2010ab). Ezért fontos, hogy megfeleld
koriilményeket biztositsunk az alkalmazott biokontroll agensnek. A
Metschnikowia élesztégombak antagonista hatdsmechanizmusa legféképpen
a pulcherrimin termelésének koszonheté. Ezért fel kell térképezni, hogy az

egyes tapanyag forrasok milyen hatdssal vannak a pigment képzddésére.

A Metschnikowia izolatumok altal képzett gatld zona a leoltast kovetéen
gyorsan kialakul, hatara egybeesik a pigmentalt udvar hataraval, mérete nem
novekszik, sét a napok elérehaladtdval csokken (Sipiczki 2006). Ezért
amennyiben az élesztégombak antagonista hatasat fokozni szeretnék
valamilyen tapanyag hozzaadasaval olyat kell valasztanunk, mely serkenti az

¢lesztdgomba szaporodasat és ezaltal mar a kezdeti fazisban kialakul a
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pigmentalt zona. Ezt a feltevést erdsiti meg Sinigaglia és munkatarsai (1998),
akik vgy talaltak a M. pulcherrima esetében, hogy az élesztégomba
antagonista hatdsa magasabb sejtkoncentraciondl jobban kifejezddik

Penicillium glabrummal szemben.

A M. andauensis vizsgalatakor a kiilonb6z6 Osszetételti taptalajok koziil a
legintenzivebb pigment képzddést komplett taptalajokon figyeltilk meg, mint
példaul a YPA, a legkisebb mértékii pirosodast pedig minimal taptalajokon
tapasztaltuk. Ezek az eredményeink egybevagnak Sipiczki (2006) és
Melvydas (2016) megfigyeléseivel, akik szintén ugy észlelték a M.
pulcherrima esetében, hogy a komplett taptalaj jobban kedvez a pigment
képzddésének a minimalis tdpanyag tartalmu téptalajokkal szemben. Ezért
felmeriilt a gondolat, hogy a tdpkdzegekben 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 szénforras
koziil a maximalis pigmenttermelést fruktdzzal kiegészitett tapkozegben érték

el.

A vizsgalt szénhidrat forrasok mellett jol szaporodott a M. andauensis, és a
legtobb esetben eltéré mértékben ugyan, de pigmenttermelés is tapasztalhato
volt (pl. glikoz, fruktdz, szachar6z vagy a galaktdz). E szénhidrat forrasok
koziil ki lehet emelni a Szachar6zt, mint potencialis adalékanyagot az
antagonista  élesztdgomba fitnesszének novelésére az alkalmazasat
megel6zéen, mellyel eldsegitheté a talélése a természetben, és a leszedett
gyiimdlcsok tarolasi koriilményei alatt. Ezt tamasztja ala, az is, hogy Manso
¢s Nunes (2014) a M. andauensis vizsgalatakor ugy tapasztaltak, a
legnagyobb biomassza, a gliikozzal és fruktozzal Osszehasonlitva, a

szacharoz jelenlétében alakul Ki.
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Ha o0sszevetjiik ezen eredményeket a szénhidrat forrasok Metschnikowia
izolatumok antagonizmusara gyakorolt hatasaval lathatjuk, hogy a nagy
méretli gatld zona alakult ki a szacharéz tartalmu taptalajon a tesztelt
¢lesztégombak koriil. Ez szerencsésnek mondhat6, mivel a szacharoz mas
kereskedelemben kaphatd szénforrashoz hasonlitva olcsd alapanyagnak
szamit. Ezen feliil altalaban rendelkezésre all, mivel gyakori élelmiszeripari

melléktermék (Manso és Nunes, 2014).

A pH és homérséklet hatasanak vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy az
alacsony pH nem kedvez az eléanyag diffundalasanak, mig ahogy emelkedik
az érték annal kiterjedtebb a pigmentalt zona mérete. Roberts (1946)
megallapitotta, hogy a tapkozeg a pH-janak emelésével kevesebb vas-ion
érhetd el az élesztdgomba szamdra és ennek koszonhetd, hogy az altaluk
intenzitasa egyenes aranyban csokken a tapkozeg pH-janak emelkedésével,
valamint forditottan aranyos a méretével. Az eléanyagnak messzebbre kell
vandorolnia a magasabb pH-ju téptalajban azért, hogy elegendd mennyiségii
vas-ionnal talalkozhasson, és a pigment kialakitasa révén immobilissa valjon.
A pigmentalt teriilet és a gatlo zona hatara egybeesik, tehat az élesztégomba
antagonista hatékonysaga csokkenhet, ha példaul sériil a gyiimoélcs felszine,

mivel ebben az esetben alacsony pH-ju kézegbe keriil.

Amennyiben az antagonista élesztégombakat 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 el6anyag terjedésének a taptalajban. A
pigmentalt teriilet mérete a hdmérséklet emelkedésével forditottan aranyos. A
magasabb hémérséklet tehat szintén negativ hatassal lehet a szoban forgd

¢lesztdgombak antagonista hatdsdnak kifejezddésére.
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A réz és kén alapti gombadlOszereket mar évszazadok oOta hasznalnak a
gyililmolesok és zoldségek védelmében (Grangeteau és mtsai 2017). A réz-
szulfat a f6 Osszetevéje a Bordoi lének, mely Magyarorszagon is
engedélyezett gombadld szer az Okogazdalkodasban (EU jogszabaly,
889/2008/EK, https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/HU/TXT/?uri=CELEX:32008R0889).

A réz-szulfat élesztdgombak szaporodasara gyakorolt hatdsat mar tobb
kutatocsoport is vizsgalta (pl. Vadkertiova és Slavikova 2006, Comitini és
Ciani 2008, Grangeteau 2015, Grangeteau és mtsai 2017, Barbosa és mtsai
2018). Példaul egyik kutatocsoport megallapitotta, hogy a szervetlen
gombadld szerekkel (réz és kén alapii vegyszerek) kezelt tertiletekrdl
szarmaz6 mintakban a H. uvarum és a M. pulcherrima jelenléte mutathato ki
a legnagyobb szamban (Grangeteau és mtsai 2017). Vadkertiova és Slavikova
(2006) szamos gomba izolatum réz, cink, nikkel és kadmium tolerancidjat
vizsgalta. Habar a tesztbe bevont 8 aszkomikoéta faj koziil (Candida krusei,
Candida maltosa, Candida lambica, W. anomalus, Pichia americana, M.
pulcherrima, S. cerevisiae, Williopsis saturnus) egyik sem volt képes 10
mMM-nal nagyobb toménységii réz jelenlétében szaporodni, de egy falevélrél
izolalt M. pulcherrima izolatum jol tirte ezt a koncentraciot. Hasonlot
tapasztalt Grangeteau (2015), aki kifejezetten a Candida és Metschnikowia
nemzetség réz tiirésére koncentralt. O ugy talalta, hogy e két nemzetség tagjai
mas élesztégombakhoz képest nagyobb réz toleranciaval rendelkeznek,
hiszen minden altala vizsgalt izolatum képes volt szaporodni 2mM-nal
nagyobb réz koncentrécid mellett is. Azonban ahogy Vadkertiova és
Slavikova (2006), ugy ez a kutatocsoport is kijelenti, hogy a réz tolerancia
erdsen torzsfiiggd. A fent emlitett kutatdcsoportok mindegyike a gombadld
szerek biodiverzitasra gyakorolt hatdsara fokuszalnak és megéllapitjdk, hogy

a Metschnikowia nemzetség tagjai viszonylag jol tiirik a réz jelenlétét a tobbi
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¢lesztégombaval sszehasonlitva. Ez dnmagaban pozitiv eredmény, azonban
bioprotekcios szempontbol fontos azt is tudni, hogy a réz hatdssal van-e a
biokontroll agens gatlo mechanizmusara. A vizsgalatainkbo6l kideriil, hogy az
alkalmazott mennyiségtol fiiggéen a réz jelenléte csokkentheti, vagy akar
meg is akadalyozhatja a pigmentalt zona kialakuldsat, ezéltal in vitro

semlegesitheti az élesztégomba antagonista hatasat.

A nehézfém vegyliletek, ha a talzottan nagy koncentracioban vannak jelen,
morfologiai valtozasokat idézhetnek el6 (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 eldanyag képzddését vagy
megzavarja a komplex képzddést. Bizonyos fémionok képesek a fehérjék
térszerkezetének modositdsara azaltal, hogy a megfeleld kofaktor helyett
kotédnek a molekuldhoz (Lemire és mtsai 2013). Lehetséges, hogy ebben az

esetben is egy ehhez hasonlo mechanizmus jatszodik le.
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6.4 Klesztégombak egymasra gyakorolt hatisanak vizsgalata

Korabbi tanulményokban megfigyelték, hogy antagonista kolcsonhatas 1éphet
fel az ¢élesztogomba fajok kozott, és szabalyozhatjak egymas szaporodasat
(Wilson és Chalutz 1989, Wilson és mtsai 1991, Chan ¢és Tian 2005, Heydari
¢s Pessarakli 2010, Liu és mtsai 2013, Kunyeit és mtsai 2019, Zhimo és mtsai
2017).

A kisérleteink soran kiilonb6z6 novények felszinérdl gyiijtott élesztégombak
egymasra gyakorolt hatasat is teszteltiik. A tesztelt torzsek egy részének
postharvest patogénekkel szembeni antagonista hatisa mar ismert, mint
példaul a P. kudriavzevii (Bleve és mtsai 2006, Korres és mtsai 2011), C.
tropicalis (Zhimo és mtsai 2017), W. anomalus (Petersson és mtsai 1999) és
Metschnikowia pulcherrima (Sipiczki 2006, Tiirkel és Ener 2009, Tiirkel és
mtsai 2014, Raspor ¢és mtsai 2010), mig mas fajok gombacellenes kapacitasa,

mint pl. Candida stigmatis vagy Candida verbasci kevésbé tanulmanyozott.

Megfigyeléseink szerint az élesztégombak kozott fellépd antagonista hatas
megnyilvanulasa fiigghet bizonyos kiils6 kornyezeti tényezoktdl, tobbek
kozott a tapkozeg Osszetételétél. Emellett az inkubacios hémérséklet és a

kozeg pH-ja is erdsen befolyasolhatja a gatlo zondk megjelenését.

Az ¢lesztdgombak kozotti kolcsonhatas meglehetdsen Osszetett folyamat, az
is eléfordul, hogy bizonyos fajok stimuldlhatjdk mas ¢élesztdgombak
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 tapanyag igényeit, de a
serkentd hatds oka lehet akar az ¢élesztdgombak autolizise is. Egy

tanulmanyban az n-alkanokbdl nyert egysejt fehérjék eldallitdsa soran
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¢lesztégomba  keverékeket alkalmaztak. A  folyamatban résztvevo
¢lesztégombak biztositottak egymas vitamin igényét, igy a vitaminokat nem
volt sziikséges mesterségesen a kozegbe juttatni. Az élesztégombak
autolizisének tehat felbecsiilhetetlen a szerepe, mivel az ilyen indirekt
kolesonhatasok kovetkeztében felszabadulnak olyan aminosavak, vitaminok,
melyek serkentik az élesztdgomba kozosség tobbi tagjanak Szaporodasat
(Fleet 2001).

Az antagonista élesztégombakat foként gyiimdlcs- és z61dségfélék betakaritas
utani korokozoival 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 élesztdgombak
a human betegségekhez kapcsolodd gombakat is gatolhatjak (pl. Tirkel 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 N.
albida-t gyakran izolaljak a korhazi ellatasban részesiilé paciensekbol (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 és mtsai 2017, Zuza-Alves és mtsai 2017,
Tashiro és mtsai 2018). Az egészségiigyi szektor egyik f6 problémaja, hogy
ezek a fajok gyakran ellenallnak az altalanosan alkalmazott gombaellenes
kezelésekkel szemben (Pelletier és mtsai 2005, Pfaller és mtsai 2008, Yang és
mtsai 2009, Kothavade ¢és mtsai 2010). Ezen gombas fertézések
kovetkezményei nagyon sulyosak lehetnek, kiilondsen gyermekeknél,
Gijsziiltteknél vagy immunhidnyos betegeknél. Igy egyre siirgetdbb az j

gatlo szerek és lehetséges forrasaik megtalaléasa.

A fentiek alapjan a vizsgalatunk egyik célja olyan élesztégombak megtalalasa

volt, amelyek képesek gatolni a humanpatogén fajokhoz tartozo torzsek
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szaporodasat. Tipustorzseket, természetbdl izolalt torzseket, ismert ¢&s
ismeretlen antagonista képességli fajokat egyarant teszteltiink a Klinikai

szempontbol fontos gombakkal szemben.

Adatainkbol kideriilt, hogy a humanpatogén gombakhoz tartozd torzsek
valamivel toleransabbak voltak az élesztégombak altal eldallitott bioaktiv
anyagokkal szemben, mint a betegséggel nem Osszefiiggd élesztégombak (pl.
S. crataegensis és W. orientalis). Az egyik P. kudriavzevii izolatum
kiilonosen tolerans volt a tesztelt élesztégombakkal szemben, mivel 50
kiilonb6zd (35 fajhoz tartozd) teszttdrzs alkalmazasa soran sem talaltunk
olyan izolatumot, mely visszaszoritotta volna a szaporodasat. Ellenallasanak
okai még nem ismertek, és tovabbi tanulmanyozast igényelnek. Adatainkbol
az is kideriilt, hogy a K. ohmeri és a C. tropicalis szaporodasat a
Metschnikowia andauensis képes gatolni, mig a N. albida a W. anomalus és a

C. tropicalis altal kontrollalhato.

Az antagonizmus kiilénb6z6é tulajdonsagoknak koészonhetd, mint példaul a
tapanyagokért folyd verseny vagy a gombaellenes vegyiiletek kivalasztasa
(Liu és mtsai 2013). Az antagonista élesztégombak altal termelt enzimeknek
¢és fehérjéknek azonban csak egy része ismert (Spadaro és Droby 2016). Nem
tudjuk, hogy a vizsgalt élesztégombaink, pontosan milyen mechanizmussal
voltak képesek gatoltni mas gomba torzseket, ezen élesztégombak altal
eldallitott gatlé anyagok azonositasdhoz tovabbi vizsgalatokra van sziikség.
Azt feltételezziik, hogy a gatlo torzsek tobbsége kiilonbozé bioaktiv
anyagokat képes termelni, mivel antagonista képességiiket leginkabb
kiilonboz6 kisérleti tényezdk befolyasoltak. Bizonyos esetekben a komplett
tapkozeg, mig mdas 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 gatlo

zonak kialakulasa erdsen fiigg a partner mikrobaktol is, mely jelenség
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mefigyelhetd a mezégazdasagban alkalmazott mikrobiologiai biokontroll

agensek esetében is (Tian és mtsai 2018, Cecarini 2019).

A tenyésztési koriilmények tanulmanyozasa azért volt hasznos, mert tovabbi
gatlo hatdsu torzsek felkutatasahoz vezethet. Az eredményeink rdmutattak
arra, hogy az antagonista teszteket érdemes kiilonb6z6 koriilmények kozott is
elvégezni, amire jo példa a N. albida (2-1365), mellyel szemben tébb 1j
antagonista hatasu élesztégombat is talaltunk (pl. Candida insectorum 11-
1193 vagy Pichia dorogensis 11-486).

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

stimulacios zonak egyiittes megjelenését is észrevettiik.
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7 Osszefoglalas

A munkank soran egyik célunk antagonista hatassal rendelkezd élesztdgomba

izolatumok felkutatasa és azok identifikalasa volt.

A Botrytis cinerea postharvest patogén gombaval szemben -elvégzett
kisérletek eredményeként elmondhaté, hogy tobb altalunk tesztelt
¢lesztégomba is képes volt a fonalas gomba gatlasdra, mint példaul a
Hanseniaspora thailandica ¢és a Wickerhamomyces anomalus fajok
képviseldi. A leghatasosabbnak a pigmenttermelé Metschnikowia izolatumok

bizonyultak, melyek kortl sz€les, teljesen feltisztult gatlo zona alakult ki.

Ezen ¢lesztégombak DNS alapu azonositdsakor szembesiiltiink azzal a
probléméval, hogy a genombol kozvetleniil szekvenalt 26S riboszémalis
RNS-t kodolo DNS D1/D2 régid kétes nukleotidokat tartalmaz mind a harom
(9/2/18, 62/1/3, 11-1062) vizsgalt izolatumban. A szekvencidk NCBI
adatbazisban torténé homoldgia keresésekor vilagossa valt, hogy e
bizonytalan nukleotidok nem teszik lehet6vé az izolatumok pontos
azonositasat, mivel ennek koszonhetden a harom izolatum azonos mértéki
egyezést mutatott a pigmenttermelé Metschnikowia fajcsoport tobb tagjaval
is. A tobbszorés szekvenciaillesztést kovetden kideriilt, hogy a bizonytalan
nukleotidok ugyanabban a poziciokban taldlhatbak meg a fajcsoport
tipustorzseiben is. A jelenséget a csoporton beliil a Metschnikowia fructicola
¢s Metschnikowia andauensis fajoknal korabban mar leirtak. Mi kimutattuk,
hogy ez el6fordul a fajcsoport tobbi tagjaban is. Ezért a vizsgalatokat
kiterjesztettiik az ITS1-5,8S-ITS2 régiora is. Az elemzéseket a fajcsoport két
tagjaval, a M. fructicola és M. andauensis fajokkal kezdtiik. Azt talaltuk,
nukleotidok taladlhatoak, amikor a szakaszt kozvetleniill a genomokbol

szekvenaltuk. A probléma feloldasa érdekében véletlenszeriien klonoztunk az
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amplifikalt DNS-készitménybdl, és meghataroztuk az egyes klonok
szekvenciajat. Az Osszes M. andauensis és a legtobb M. fructicola klon
egyedi szekvencidkkal rendelkezett. A feltart polimorfizmus nem
tulajdonithatd szekvenalasi hibanak, mivel a variabilis helyek nem
véletlenszerlien szétszértan helyezkednek el a klonozott régidokban. A
Metschnikowia szekvencidk intragenomikus diverzitasa a  vizsgalt
szekvencidkban olyan nagy volt, hogy néhanyuk bizonyos paralogoktol
jobban kiilonboznek, mint az egyes rendszertanilag tavolabbi fajok
ortologjaitol. Egyiitt nézve az intragenomikus D1/D2 diverzitast az ebben a
tanulmanyban feltart I'TS-diverzitassal azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
a riboszémalis RNS-t kdédolé DNS alapu szekvenalas nem hasznalhato a M.
andauensis és a M. fructicola egymastol, és a rokon fajoktol vald taxonomiai
elkiilonitésére. Figyelembe véve a kimutatott magas intragenomikus
diverzitast, az 6sszes kordbbi torzset, melyet e fajok egyikével azonositottak
(pl. Piombo és mtsai 2018) taxonomiai szempontbol wjra kell vizsgalni.
Ebben az Osszefiiggésben érdemes megemliteni, hogy mindkét faj eredeti
taxondmiai leirdsa szdmos kétértelmli nukleotidot tartalmazd riboszomalis
RNS-t kodold DNS szekvenciakon alapult (Kurtzman és Droby 2001, Molnar
¢s Prillinger 2005).

A magas intragenomikus diverzitas tovabbi nehézségeket okozhat kornyezeti
mintak elemzésekor, példaul metagenomikai analizis alkalmazasakor, mert a
dolgozatban emlitett élesztégombak esetén konnyen a szekvenciaadatok

félreértelmezéséhez vezethet.

Az élesztdgomba mezdgazdasagi kulturdkban torténd alkalmazasa
szempontjabol fontos, hogy milyen tényezok befolyasoljak antagonista

mechanizmusuk kifejezédését. Ezért dolgozatunk masik célja volt tobbet
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megtudni arrol, hogy az élesztdgombak 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 dsszetevdje) csokkenti a pigmentalt zona méretét. A tesztelt
szénhidrat forrasok koziil a szachardzt érdemes kiemelni, mivel e szénforras
jelenlétében széles pigmentalt zona alakult ki a tesztelt torzsek koril. Ami
szerencsésnek mondhatdé, mivel a szachar6z gyakori élelmiszeripari

melléktermék és olcso alapanyagnak szamit (Manso és Nunes, 2014).

Tovabba megallapitottuk, hogy a M. andauensis pulcherrimin termelését a
tenyésztési kozeg Osszetétele erdsen befolyasolta. Ezek az eredmények jol
egyeznek a M. pulcherrima esetében talalt adatokkal (Roberts 1946, Sipiczki
2006, Melvydas és mtsai 2016).

Ez valosziniileg annak koszonhetd, hogy a két faj, és a M. pulcherrima klad
tobb tagja is nagyon koézeli rokon. Hibridizacids vizsgalataink is ezt erdsitik
meg. Hiszen tobb pigmenttermelé Metschnikowia fajbol 1étrehozott auxotrof
mutansok keresztezésével sikeresen tudtunk prototréf telepeket izolalni. A
pulzald gélelektroforézis vizsgalatok a M. andauensis és M. fructicola
kariogramjanak hasonlosagat mutatjak, mely tovabbi bizonyiték a fajcsoport

egyes tagjainak nagyfokt hasonlosagara.

Munkank soran élesztégomba-¢élesztdgomba kolcsonhatasokat is vizsgaltunk.
A kisérleteink ravilagitottak arra, hogy ezek a kolcsonhatasok kiilonboz6
tipusuak lehetnek. A gatlas mellett példaul stimulaciot is megfigyeltiink, és

ezek egyiittes el6fordulasara is volt példa.
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Ezen kiviil a megallapitottuk, hogy a humanpatogén fajokhoz tartoz6 torzsek
sokkal toleransabbak voltak a tesztelt élesztégombakkal szemben, mint a
betegséget nem okozd élesztégombak. E vizsgalatok soran kapott
eredmények arra is ravilagitottak, hogy a Pichia kudriavzevii nehezen

gatolhat6 fajok koz¢ 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 fer6zésekkel is kapcsolatba

hozhatok.

Emellett megfigyeltilk, hogy a kisérleti koriilmények komoly hatassal
lehetnek az élesztégombak gatlo képességére. A gatlas megjelenése erbsen

fliggott a taptalaj dsszetételétol, a pH-tol és a hdmérseklettol.

Osszességében az eredményeink felhivjdk a figyelmet a tenyésztési
koriilmények antagonizmusban bet6ltott fontos szerepére és hozzajarulhatnak
a jovobeni vizsgalatok kisérleti koriilményeinek pontos kialakitasdhoz. Az
¢lesztbgombak igéretes eszkozei lehetnek a humanpatogén gombak elleni
kiizdelemnek, befolyasolhatjak az antimikrobialis kezelés jovObeli trendjeit,

¢s uj gombaellenes szerek forrasai lehetnek.
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8 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 be found in the same positions as
in the type strains of the species group. The phenomenon was already
described within the group for Metschnikowia fructicola and Metschnikowia
andauensis species. We have shown that this also occurs in other members of
the group. Therefore, the investigation were extended to the 1TS1-5,8S-1TS2
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
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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 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.
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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. Pulsed gel electrophoresis studies show high
similarity of the chromosome cariogram of M. andauensis and M. fructicola,
this is further evidence of a high degree similarity between individual

members of the species group.

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 Pichia kudriavzevii is a species that is difficult to inhibit. Among the
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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 C.
tropicalis. 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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11 Mellékletek

1. melléklet. Metschnikowia fajok tipustorzseivel végzett asszimilacidos és
szaporodasi tesztek (sajat szerkesztés). p: piros, r: rozsaszint, K: hattérbol kinovo
apro6 telepek, -: nincs szaporodas +: gyenge szaporodas, ++: erds Szaporodas, +++:
nagyon erds szaporodas

M. pu. | M.fr. M.si. M.zi. | M.sh. | M.an. | M.ch.
11-578 | 11- 11- 11- 11- 11- 11-
579 1088 | 1089 | 1090 | 1120 | 1158
Gliikoz +4++ +4++ +++ T | | A |
Galaktoz +++ +++ D | A | | D |
Szorbodz +++ +++ HHET | D | F++ 4+
Gliik6zamin +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
PR
Riboz + Bk - - - _ ¥
Xiloz +++ +k ++ + ++ ++ -
L-arabinoz - - - - - - -
D-arabinéz ) - - - - - -
Ramnoz - - - - - - -
Szacharoz +++ S G B I I O B G I S
Maltoz +++ FAH+T | At | AT | | D | T
Trehal6z +++ +k S = = G ++ (+) Kk
Mea-D- +++ e G o T S
glitkozid
Cellobioz N I N B O B G B T O
Szalicin +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Arbutin +++ ++ ++r ++r ++ ++r ++
Melibioz - - - - - - -
Laktéz - - - - - - -
Raffinoz + - - - - - -

132



Melezitoz +4++ FHET | D | AT | AR | D | A
Inulin - - - - - - -
Keményitd - - - - - - -
Glicerin +H+ T +++ +H+ | T | +++ FH+
Eritrit - - - - - - -
Ribit +++ +++ +++ | T | A+ | D
Xilit +H+ | HHHr | At p | HHEp | A | D | A
DL-arabinit - - - - - - _
Szorbit +++ +H+ | AT | AP | | HHEp | D
D-mannit +++ +++ +++r | T | +++p | HHET
Galaktitol - - - - - - -
Mio-inozitol - - - - - - -
1,5 lakton FHHr | AHED | D | P | A | P | T
2-keto-D- ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
gliikonat
D-gliikonat ++(+) + ++ ++r ++ ++ ++
D-gliikuronat - - - - - - -
D- - - - - - - -
galakturonat
Laktat +) - +(+) + + + -
Szukcinat +++ ++ ++r ++p ++p ++p ++
Citrat @ | Ok | -k | +k | +k | +k | -
Propan-1,2- - - + - + + -
diol
Butan-1,2- - - - - - - _
diol
Kinasav ++ + ++ ++ ++ ++ -

DL-gliikarat

2-deoxi-D
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Fruktoz +++ ++ ++ ++r ++ 47 ++
Mannéz +++ ++ +++ +++p |+t +++p |
Etanol +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
Metanol - - - - - - -
Nitrat - - - - - - -
Nintrit - - - - - - -
Etilamin - - - - - - -
L-lizin +++p ++ ++p ++p | ++p ++p ++
Kadaverin ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Kreatin + + + + + + +
Kreatinin ++ + ++ ++ ++ ++ ++
Imidazol - - - - - - -
D-triptofan ++ + ++ ++ ++ ++ ++
Cikloheximid - - - - - - -
Ecetcav - - - - - - -
Glitk6zamin ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
vitamin ++ ++ ++r ++p ++ ++r ++
nélkiil
50% Gliikéz ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
60% Gliikoz + + + + ++ +
37°C - ++ - - e ++ ++
Sav termelés | nincs | nincs | nincs | nincs | nincs | nincs | nincs
SMA ++ ++ ++r ++r ++r ++r ++r
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2. melléklet. Klesztégomba izolatumok antagonista hatisanak vizsgalata Botrytis
cinerea (T4) fonalas gombaval szemben PDA taptalajon, 23°C-on, 4. napon (sajat
szerkesztés). Kategoriak: 1.: Tiszta attetszé gatldo zona 2.: Opalos, majdnem attetszé gatlo
zéna 3.: Kevésbé n6 a B. cinerea az élesztégomba torzs kornyezetében, de nincs feltisztult
gatlo zona 4.: Nincs gatlo zona, a telepet szorosan koriilnévi a B. cinerea 5.: A telepet benovi
a B. cinerea.

1. kategoria

Metschnikowia andauensis (11-1120=HA 1657), Metschnikowia fructicola (11-579=CBS
8853), Metschnikowia sp. (9/2/18), Metschnikowia sp. (62/1/3), Metschnikowia
pulcherrima (11-578 (CBS 5833)), Metschnikowia shanxiensis (11-1090=CBS 10359),
Metschnikowia sinensis (11-1088=CBS 10357), Metschnikowia ziziphicola (11-
1089=CBS 10358), Metschnikowia sp. (11-1062)

2. kategoria

Candida jaroonii (11-506, 11-512), Candida orthopsilosis (11-493), Candida stigmatis
(11-465), Candida tropicalis (11-521, 11-1188), Hanseniaspora thailandica ((11-472, 11-
492, 11-499), Hanseniaspora uvarum (11-494), Kodamaea ohmeri (11-466),
Metschnikowia koreensis (11-464, 11-482), Ogataea minuta (11-483), Pichia bruneiensis
(11-485), Pichia kluyveri (11-1135), Pichia kudriavzevii (11-460, 11-462),
Saccharomycopsis crataegensis (11-463), Saturnispora diversa (11-470), Starmerella
bacillaris (11-479), Wickerhamomyces anomalus (11-502, 11-503, 11-520, 11-522),
Wickerhamiella sergipiensis (11-517)

3. kategéria

Candida suratensis (11-510), Kodamaea ohmeri (11-500), Metahyphopichia laotica (11-
511), Pichia manshurica (11-480), Pichia terricola (11-475), Saccharomyces cerevisiae
(11-481), Starmerella meliponinorum (11-467), Torulaspora delbrueckii (11-468, 11-474)

4. kategéria

Candida butyri (11-513), Candida boidinii (11-484), Candida citri (11-469), Candida
ethanolica, (11-473), Candida glabrata (11-523), Candida tropicalis (11-471),
Hanseniaspora thailandica (11-495), Metschnikowia reukaufii (11-496), Pichia
chibodasensis (11-478), Saccharomycopsis crataegensis (11-1069), Trichosporon asahii
(11-1127)
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5. kategéria

Aureobasidium pullulans (11-501), Candida pseudointermedia (11-488), Candida
intermedia (11-504), Candida jaroonii (11-514), Candida parapsilosis (11-519, 11-525),
Candida suratensis (11-507, 11-509), Candida tropicalis (11-476), Candida verbasci (11-
1055), Diutina bernali (DEBM179), Diutina sipiczkii (DEBM180, DEBM180),
Hanseniaspora thailandica (11-491, 11-497), Pichia kudriavzevii (11-498), Kodamaea
ohmeri (11-490), Kuraishia borneana (11-487), Kwoniella heveanensis (11-515, 11-
518), Metahyphopichia laotica (11-516), Metschnikowia chrysoperlae (11-1158=CBS
9803), Metschnikowia laotica (11-524), Meyerozyma caribbica (11-505), Ogataea
dorogensis (11-486), Papiliotrema flavescens (11-489), Pichia chibodasensis (11-477),
Starmerella caucascia (11-1071), Wickerhamomyces orientalis (11-461)
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3. melléklet. A dolgozatban felhasznalt szekvenciak.

ITS

>Metschnikowia_andauensis_clone_lan10_from_type KM243748_1

ATTTGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA
AAATATTGGATACACACTTTTAGGCATAAACACTTACCATTGAATTCTTCAATAACACAAT
TAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTG
CGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCG
GGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCC
TGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCAGCCTTTTTCCTCACCCT
CGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAGCCGGAGGAA

>Metschnikowia_andauensis_clone_lan6_from_type_ KM243747_1

ATTTGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAATTTGA
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATATTG
AAATTACACCCTTTTAGGCACAAACTCTAAATCTTAACCGTCAATAATTCTTTAAAAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTA
ATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCC
CCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGC
CTAATATCAACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCAGCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGAC
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAGCCGGAGGAA

>Metschnikowia_andauensis_clone_lan5_from_type_ KM243746_1

ATTTGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA
ATATTGTTTTTACACCCTTTTAGGCACAAACTCTAAATCTTAACCGTCAATAACACAATTA
AAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCG
ATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGG
GTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTG
CTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCATTCTTCTTCCTCACCCTCG
TAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAGCCGGAGGAA

>Metschnikowia_andauensis_clone_lan51_from_type KM243745_1

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATATTGAAATTACACCCTTTTAGGCACAA
ACTCTAAATCTTAACCGTCAATATTTTTTAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCAT
TGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGA
TATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATA
AGTTTTAGCCCCATTCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGAAA

>Metschnikowia_andauensis_clone_lan43_from_type KM243744_1

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATATTGTTTTTACACCCTTTTAGGCACAA
ACTCTAAATCTTAACCGTCAATAATTCTTTAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATC
ATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGC
GATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAA
TAAGTTTTAGCCCCATTCTTCTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAATAAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_andauensis_clone_lan42_from_type KM243743_1
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CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATATTGTTTTTACACCCTTTTAGGCACAA
ACTCTAAATCTTAACCGTCAATAACTTTATCAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATC
ATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGC
GATATTTACTCTCAAACCTCTGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAA
TAAGTTTTAGCCCCATTCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAATAAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_clone_Ifrc27_from_type_KM213984_1

CTTCCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAAATTTATTATACACTTTTAGGCACA
AACTCTAAATCTTAACCGTCAATAACTTTATCAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAAT
CATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGC
GATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAA
TAAGTTTTAGCCCCATTCTTCTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAATAAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_clone_Ifrc26_from_type_ KM213983_1

CTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAATATTATTACACACTTTTAGGAGAA
ACAACTGAACCTTTTTTTTCAATAACACAATTCAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAAT
CATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGC
GATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAA
TAAGTTTTAGCCCCAGCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAATAAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_clone_Ifrb17_from_type KM213982 1

TTCCGTAGGTGGACCTGCGGAAGGATCATTAATATTGAAATTACACCCTTTTAGGCACAAA
CTCTAAATCTTAACCCTCAATAACTTTATCAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCAT
TGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGAT
ATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAA
GTTTTAGCCCCATCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_clone_Ifrb15_from_type KM213981 1

TTTCCGTAGGATGACCTGCGGAAGGATCATTAATATTGAAATTACACCCTTTTAGGCACAA
ACTCTAAATCTTAACCCTCAATAACTTTATCAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATC
ATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCG
ATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAAT
AAGTTTTAGCCCCATCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC
ATAA

>Metschnikowia_fructicola_clone_Ifrb13_from_type KM213980 1

GACCTGCGGAAGGATCATTAATATTGAAATTACACCCTTTTAGGCACAAACTCTAAATCTT
AACCCTCAATAACTTTATCAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCTCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTC
AAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCC
CATCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA

>Metschnikowia_fructicola_clone_Ifr9_from_type KM213979 1
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TTCCGTAGGATACCTGCGGAAGGATCATTATAATTGTTTTTACACCCTTTTAGGCACAAAC
TCTAAATCTTAACCCTCAATAACTTTATCAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTC
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATT
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGAT
ATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAA
GTTTTAGCCCCAGCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAGCCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_clone_Ifr6_from_type_KM213978_1

TTCCGTAGGGTGACCTGCGGAAGGATCATTAATATTGAAATTACACCCTTTTAGGCACAAA
CTCTAAATCTTAACCCTCAATAACTTTATCAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCAT
TGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGAT
ATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAA
GTTTTAGCCCCATCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_clone_Ifr4_from_type KM213977_1_

TTCCGTAGGGTGACCTGCGGAAGGATCATTAATATTGAAATTACACCCTTTTAGGCACAAA
CTCTAAATCTTAACCCTCAATAACTTTATCAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCAT
TGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGAT
ATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAA
GTTTTAGCCCCATCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAGCCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_277_unitig_32_ANFW02000025_1

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAAAACACTTATACACTTTTAGGCATAA
ACACTTACCATTGAATTCTTCAAATACACAATTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG
TTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAA
TCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAG
CGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGA
ATAAGTTTTAGCCCCATTCTTCTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCAATAAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_277_unitig_83 ANFW02000048_1

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAATATTATTACACCCTTTTAGGCACAAA
CTCTAAATCTTAACCCTCAATAACTTTATCAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCAT
TGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGA
TATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATA
AGTTTTAGCCCCAGCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_277_unitig_150_ ANFW02000055_1

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATATTGAAATTACACCCTTTTAGGCACAAA
CTCTAAATCTTAACCCTCAATAACTTTATCAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCAT
TGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGAT
ATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAA
GTTTTAGCCCCATCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_277_unitig_187a_ ANFW02000058_1
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TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAATATTATTACACCCTTTTAGGCACAAA
CTCTAAATCTTAACCGTCAATAATTCTTTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTC
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATT
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGAT
ATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAA
GTTTTAGCCCCAGCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_277_unitig_187b_ANFW02000058_1

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAATATTATTACACCCTTTTAGGCACAAA
CTCTAAATCTTAACCGTCAATAATTCTTTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTC
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATT
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGAT
ATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAA
GTTTTAGCCCCAGCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_277_unitig_199a_ ANFW02000078_1

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAATATTTTTACACCCTTTTAGGCACAAACT
CTAAATCTTAACCTCAATAACTTTATCAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTG
AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATA
TTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAAG
TTTTAGCCCCAGCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_277_unitig_199b_ANFW02000078_1

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATATTGATTTACACCCTTTTAGGCACAAAC
TCTAAATCTTAACCTCAATAACTTTATCAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTC
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATT
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGAT
ATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATAA
GTTTTAGCCCCAGCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGAA

>Metschnikowia_fructicola_277_unitig_213 ANFW02000056_1

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATAATTGTTTTTACACCCTTTTAGGCACAAA
CTCTAAATCTTAACCGTCAATATTTTCTTAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCAT
TGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGA
TATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATA
AGTTTTAGCCCCAGCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGGAA

>KY104196_1_ Metschnikowia_chrysoperlae_culture_CBS_9803

GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAAAACACTTATACACTT
TTAGGCATAAACACTTACCATTGAATTCTTCAAATACACAATTAAAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGC
AGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGC
GTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAAC
GGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCATTCTTCTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAA
CTTAAGCATATCAA

>MG050888_1_Metschnikowia_rubicola_strain_NRRL_Y_6064
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GATCATTAAAAAAACACTTATACACTTTTAGGCACAAACTCTAAATCTTAACCGTCAATAA
TTCTTTAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCG
CCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTT
GGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTA

>MF446617_1_Metschnikowia_persimmonesis_voucher_KCTC_12991BP

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGAATATTGGATACACCCTTTTAGGAAAACA
CTCTAAATCTTAAACCTCAATTATTTTTTAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCAT
TGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGA
TATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAATA
AGTTTTAGCCCCTTCCTTCTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGA

>NR_158857_1_Metschnikowia_leonuri_NRRL_Y_6546_ITS_region_from_TYPE_material

GATCATTAAAAATATTATTACACACTTTTAGGAAAAAACAACTGAACCTTTTTTTTCAATA
ACACAATTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGT
TTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTA

>NR_077075_1 Metschnikowia_drosophilae_CBS_8809from_TYPE_material

AGTAGAAGGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAAAACA
TTAAAACACTTGGGTGAAAACCACACACACCAATTTTTTTCTCTTTTTCTTTGAAAAACAA
AAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATCGCG
ATACGTGGTATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTGGAG
GCATTCCTCCAGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTTTTCCTCCACCAGCAATGGTGCGGTGA
TGCGGCCCCAAAAAACACGGTTGACGATTGACGACTTCGACCTCAAATCAGGTAGGACTA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAAACCAACC

>NR_077083_1_ Metschnikowia_viticola_CBS_9950from_TYPE_material

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAATAATTACACAACACTTTTAGGCATA
AACACTAAATCTTACCTTTCAAAAAGTTTAAAATAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGA
ATCATTGAATTTTTGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGTGAATGA
GCGATATTTACTCTCAAACCCTAGGGTTTGGTCCTGGCCCTACAGCCTAAACATCAACTGA
TTTTAAAATAAGTTTTAATCTCATCCCCCTTATTTCCTCATTTTCG

TAAGACTACCCGCTGAACTTAAG
>NR_111252 1 Metschnikowia_reukaufii_ CBS 5834 from_TYPE_material

GATCATTAAAAATAATTTATACAACACTTTTAGGAATAACAAACCAAAACATTAAATTTCA
ATAAAAAGTTTAAAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATTTTTGAACGC
ACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGTGGATGAGCGATATTTACTCTCAAACC
TATGGTTTGGTTTTGTAATCCTAAATATCAACGGTATCTAGAATAAGTTTTAGAACCACCT
TTTTACTTCCTCATCTTCGTAAGACTACCCGCTGACTTAA

>NR_111376_1_Metschnikowia_chrysoperlae_ ATCC_MYA_4304_from_TYPE_material

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAAAACACTTATACACTTTTAGGCATAA
ACACTTACCATTGAATTCTTCAAATACACAATTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG
TTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAA
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TCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAG
CGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGA
ATAAGTTTTAGCCCCATTCTTCTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCAATAAGCGGAGGA

>NR_111377_1_Metschnikowia_pimensis_ ATCC_MYA_4306from_TYPE_material

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAAATATTATACACACTTTTAGGAACA
AACTCTAAATCTTAACCTTCAAAAAAACACAAAAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTG
AATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTG
AGCGATATTTACTCTCAAACCTTCGGTTTGGTTTTGCCCCGGCTAAATATCAACGGCGCTA
GAATAAGTTTTAGCCCCTTCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCAATAAGCGGAGGA

>NR_111396_1_Metschnikowia_chrysomelidarum_ATCC_MYA_4344from_TYPE_material

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAGAATAATTTATACACACTTTTAGGCATA
AAAACTAAACTTTTATTCTCAAGAAATCTAAAGAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG
TTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAA
TCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGTGAATGAG
CGATATTTACCCTCAAACCTTTGGTTTGGTTTTGGCCCTGGCCTCAATATCAACTGGCTCTA
GAATAAGTTTTAGACCCACTCCCTTCATCCTCATTTTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGA

>NR_119735_1 Metschnikowia_agaves_CBS_7744from_TYPE_material

GTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACAAAAAAATAATTCT
TTCACACATGAATTCTATTCATAAATTACACAAAACATAATTTTTTTTTGAAAAAAATTGA
AAACAACTCAAGTTTTTAACAATAAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTATGACTTGCAGACGTGAATCATTG
AATTTTTGAACGCACATTGCGCCTTTAGGTATTCCTCAAGGCAGGCCTGTTTGAGCGTCGT
TTCTTCTCAAGCCCTATATTTCGGCTTGGTGTTGGCTCGGCCCAAAAATCAAGGAACCTTTT
TCAAAATAAGATTTTGAAAGGCACTTTAGTCCTTTTTATTTTTGACCTCAAATCAGGCCAG
ACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACC

>NR_138172_1 Metschnikowia_cibodasensis_UICC_Y_335from_TYPE_material

AAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAAAATATTATACAACACTTTTA
GGAGAAAAAAAACAAAATCTTAATTTCAATATAAAGTTAAATAAAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGC
AGACGTGAATCATTGAATTTTTGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGC
GTGGATGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCTTGGTTTGGTTTTGTAATCCTAAATATCAAC
GGTATCTAGAATAAGTTTTAGAACCACCAACTTACTTCCTCATCTTCGTAAGACTACCCGC
TGAACTTAAGCATATCAATAAGCGG

>NR_138245_ 1 Metschnikowia_bicuspidata_var__chathamia_CBS_5980from_TYPE_material

CGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCTGGATTAAGTTTTAAGCTGGGGCAACCCGGGTTAAT
GCTGAGAAACTGGTCAAACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCG
TAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAGAAAAAACAATACACTCTTTTTAGGAAAACAAA
CAAAACATTTTATTTCAACAACAATTAAAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCAT
TGAATTTTTGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGTGGATGAGCGAT
ATTTACTCTCAAACCTCTTGGTTTGGTCTTGACTCCAGGTCTAAATATCAAATGTCTCTAGA
ATAAGTTTTAGATTCTCCCAATCCTTCCTCATCTTCGTAAGAATACCCGCTGAACTTTAGCA
TATCAATTAGCGGAAG

>NR_138246_1_ Metschnikowia_zobellii_CBS_4821from_TYPE_material
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TTTAATGACCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTTAAAAAAAAAAATATTATAC
AATTCTTTCTAGGAACAAAAATCAATAACATTTAATTAACCTCAACAAGTTTTAAAAAAAA
AATAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAT
TGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATTTTTGAACGCACATTGCGCCT
TAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGTGGATGAGCGATATTTACTCTCAAACCACTTGGTTTGG
TCTTGGCCCCCTTTTTTTTCATAGGGCCTAAATATCAAATGGTCTCTAGAATAAGTTTTTAG
AAACTCAAAACCTTTAACTTCCTCATCTTCGTAAGACTACCCGCTGACTAAGCATATCAAT
AAGC

>NR_155362_1_Metschnikowia_noctiluminum_NRRL_Y_27753from_TYPE_material

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAAAAAATTATTATACATCTCTTCTAGG
ATTAAACACTAAATGTTATATATTTCAACAAGTTTTAAAAATAAAAAAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTT
GCAGACGTGAATCATTGAATTTTTGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCAT
GCGTGAATGAGCGATATTTACTCTCAAACCCCTAGGGTTTGGTCCTGGCCCCCTACAGCCT

AAACATCAACTGATTTTAAAATAAGTTTTAATCTCATCCCCCTTATTTCCTCATTTTCGTAA

GACTACCCGCTGAACTTAAG

>NR_155369_1_ Metschnikowia_rancensis_CBS_8174Tfrom_TYPE_material

TAATGATCCTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATATAATATTTACACACTCTT
AGGAACAAACTCTAAATCTTAAATCTCAACAAAGTTTAAAAAAAAAACTTTCAACAACGG
ATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCA
GACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCG
TGAATGAGCGATATTTACCCTCAAACCCTTGGTTTGGTCTTGGCCCTAAATATCAACCGGT
ACTAGAATAAGTTTTAGAACCACTACTCCTTCCTCATTTTCGTAAGACTACCCGCTGAACT
TAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAGGG

>NR_155402_1 Metschnikowia_orientalis_CBS_10331from_TYPE_material

AAAAGTTGGAACAAGGTTTCCGTAGGGGAACCTGCGGAAGGATCATTAGAATAAATTTGA
TACACTGATTAAAAGAACGAAAACTAAAATATATTTTTTAAAAAAGAGATACTTAAAAAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCAAATTGCGATAC
GTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATTTTTGAACGCACATTGCGCCTTTTGGTAT
TCCAAAAGGCATGACTGTTTGAGCGTCGTTTACCCTCAATCCTATGGATTGGCCCTGCCTT
CGGGCCAAAATTCAATTTAAAGAGATTTCTAAGAACTCTTTTTCTCGACCTCAAATCAATC
AAGACTACCCGCTGAACTTAGGCATATCAA

>NR_155403 1 Metschnikowia_shanxiensis_ CBS 10359from_TYPE_material

TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAATATTATTACACACT
TTTAGGAAAAAACAACTGAACCTTTTTTTTCAATAACACAATTCAAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGC
AGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGC
GTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAAC
GGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCAGCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAA
CTTAAGCATATCAATAAGCGGA

>NR_155404 1 Metschnikowia_sinensis_ CBS 10357from_TYPE_material

AGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAATATTATTACAC
ACTTTTAGGAAAAAACAACTGAACCTTTTTTTTCAATAACACAATTCAAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACT
TGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCA
TGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATC
AACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCAGCCTTTTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCT
GAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
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>NR_155405_1_Metschnikowia_vanudenii_CBS_9134from_TYPE_material

TGAATGGCTTAGTGAGGCCTCTGGATTAAGATTTAGGGCGGGGCAACCTGCTTTGGGTCTG
AGAAACTGGTCAAACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGG
TGAACCTGCGGAAGGATCATTAATATAATTTATTCACACTCTTAGGAACAAACTCTAAATC
TTAAATCTCAACAAAGTTTAAAAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGTGAATGAGCGATATTTAC
CCTCAAACCCTTGGTTTGGTTTTGGCCCTAAATATCAAATGGCTCTAGAATAAGTTTTAGA
ACCACTACTTCTTCCTCATTCTTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC
GGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAA

>NR_156313_1_Metschnikowia_kofuensis_CBS_8058from_TYPE_material

TTCCCGTTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAAAACAATACATCTCTTCTAGGATTA
AACACTAAATCTTACCTTTCAATAAGTTTAAAATAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGA
ATCATTGAATTTTTGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGTGAATGA
GCGATATTTACTCTCAAACCCTAGGGTTTGGTCCTGGCCCTACAGCCTAAACATCAACTGA
TTTTAAAATAAGTTTTAATCTCATCCCCCTTATTTCCTCATTTTCGTAAGACTACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCAATAAGCGGGAGGAAA

>NR_158796_1_Metschnikowia_henanensis_CICC_1982from_TYPE_material

AAGGATCATTAACAATACATTACAACACTTTTAGGCACAAACGCTAAATCTGAACTTTCAA
GTACCAAAGAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATTTTTGAACGCACAT
TGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGTGAATGAGCGATATTTACTCTCAAACCTTTG
GTTTGGTCTTGCCCCCGGCTAAATATCAAATGGCTCTAAAATAAGTTTTAGACCAACCCCT
AATTCCTCATTTTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAA

>NR_158855_1 Metschnikowia_citriensis_CICC_33213from_TYPE_material

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGTAAGGATCATTAGAATATTGGATACACCCTTTTAGGAAAAC
ACTCTAAATCTTAAACCTCAATTATTTTTTAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC
TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCA
TTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCG
ATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACGGCGCTAGAAT
AAGTTTTAGCCCCATCCTTCTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGG

>NR_158857_1 Metschnikowia_leonuri_NRRL_Y_6546from_TYPE_material

GATCATTAAAAATATTATTACACACTTTTAGGAAAAAACAACTGAACCTTTTTTTTCAATA
ACACAATTAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGT
TTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCACGGCGCTA

>NR_158858 1 Metschnikowia_anglica_ NRRL_Y_7298from_TYPE_material

GATCATTACAAAAAAACAATTGACACCACTTCTAGGAAAAAAAAACACACACAATAACTT
TACTTTATTTAAAATTATAACATAAAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGC

ATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGA
ATTTTTGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGTGGATGAGCGATATT
TCCCCCCCTCAAACCTCTCGGTTTGGTTTTGGTTTTGGCCCCTTTGGCCCCAAAATATCAAC
TGGCTTCTA

>NR_160313_1_Metschnikowia_cubensis_ MUCL_45753from_TYPE_material
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GCGACTCTTTTTAAATTTCGAAGTTATTCAAACTTGGTGATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGT
AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAGAAATTAATCAAATTCTTTA
GGATTGAACTAGCCCAAACCTTTTTTAAACAATATTCAACCAAGTTTTCTTTAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGTAGCGAATTACGATAAGTATCAT
GAGTTGCAGACGTGAATCATTAATTTTTGAACGCACATTGCACTTGATCCAGCATCAAGTA
TGGGGGAGTGAGAGAGTATTTCTTCGGCCACCTTCTGAGGTGCCGGCTTATAACTCAAATA
AATATCAAATTTTTTCCTCACTGTCCCAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG
CGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTACCTCAGTAACGGCGAGTGAA

>NR_160607_1_Metschnikowia_maroccana_CBS_15053from_TYPE_material

TTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAATAGTACCAAACACTTTTAGGAAAACAACT
TAGAATATTATATCTCAATCACCCAAAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTG
AATTTTTGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGTGAATGAGCGATGT
TTATTCTCAAACCTTCGGTTTGGTCTTGGCCCTAAATATCAAATGTTTGTAGAATATGTTTT
ACAACCATCCATCCTTCCTCATTTTCGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA
GCGGAGGAAAAGA

>NR_160985_1_Metschnikowia_mauinuiana_CBS_10060from_TYPE_material

GAACCTGCGGAAGGATCATTAAGAAAATTACATTACATTCTTTAGGATTTAGAACTACCA
AAAAACATTTTTTATAATTATTCAACCAAGTTTTCTTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTCGTATCGATGAAGAACGTAGCGAATTACGATAAGTATTATGAGTTGCAGACGTG
AATCATTAATTTTTGAACGCACATTGCACTTGATCTAGCATCAAGTATGGGGGAGTGAGAG
AGTATTTCTTCGGCCACCTCGTTTGGTGCCGGCTTTTATACCTCAAATAAATAAACCATTTT
TTCCTCACTGCCCCAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGA
AACCAACAGGGATTACCTTAGTAACGGCGAGTGAA

>NR_164084_1 Metschnikowia_laotica_CBS_12961from_TYPE_material

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACAAAACACAATTACACATGATTGAAGAAC
AACAAACTAAACTTTTTTTTTTTTTTATTTTTTTCGAAAAAACCAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATCGCGATACGTGGTATGACTTGCAG
ACGTGAATCATTGAATTTTTGAACGCACATTGCGCCTTGAGTTTTCAAGGCATGCCTGGTT
GAGCGTCGGTTTTTCTCCATCAACTTTGATGGGTACTGACATTTTAAACATCACAAACGAC
GATTTGATATTTTATGACCTCAACTCAGGTAGGATACAA

>NR_164373_1 Metschnikowia_arizonensis_CBS_9064from_TYPE_material

TATATCCTTTTAGGTTTTGTTAAAACTAATATTTTATTTTTTTAAAATTTTTTATAAATCTTT
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAATTACGAT
AAGTTGTATGAGTTGCAGACGTGAATCATTAATTTTTGAACGCACATTGCACTTGATCTTT
AGCATCAAGTATAGGGGAGTGAGAGAGTTTTTCTTCGGAATCTATAATTATATTATATTAT
ATTCCGGCTTAAACTCACAATTAAATTCTTATTTTCTCCTCAC

>NR_164374 1 Metschnikowia_lachancei_CBS_9131from_TYPE_material

TCTATTCTTTTAGGATTGATAACAAAACCACATTAAAATTTATTCAACCCAAGTTTTTCTTC
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGTAGCGAATTACGAT
AAGTATCATGAGTTGCAGACGTGAATCATTAATTTTTGAACGCACATTGCACTTGATCCAG
CATCAAGTATGGGGGAGTGAGAGAGTATTTCTTCGGCCACCTTTCTTTGGGTACCGGCTTA
TATCTCAAAATAAATTTACATATTTTTTTCCTCAC

>NR_164375_1_Candida_ipomoeae_CBS_8466from_TYPE_material

TATATTCTTTAGGATTGAAACTACCCAAAACCACATTTTATTTTATTCAACCCAAGTTTTCT
TTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGTAGCGAATTACG
ATAAGTATCATGAGTTGCAGACGTGAATCATTAATTTTTGAACGCACATTGCACTTGATCC
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AGCATCAAGTATGGGGGAGTGAGAGAGTATTTCTTCGGCCACCTCCTTTTGGTTTGGGTGC
CGGCTTATACCTCAAATAAATTTACTTTTTTTCCT

CAC
>NR_164376_1_Metschnikowia_hawaiiensis_CBS_7432from_TYPE_material

TACATTCTTTAGGATTTAGAACTACCAAAAAACATTTTTTATAATTATTCAACCAAGTTTTC
TTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGTAGCGAATTAC
GATAAGTATTATGAGTTGCAGACGTGAATCATTAATTTTTGAACGCACATTGCACTTGATC
TAGCATCAAGTATGGGGGAGTGAGAGAGTATTTCTTCGGCCACCTCGTTTGGTGCCGGCTT
TTATACCTCAAATAAATAAACCATTTTTTCCTCAC

>NR_164379_1_Metschnikowia_pulcherrima_NRRL_Y_7111from_TYPE_material

AAGTTGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATATTGTTTTTACAC
CCTTTTAGGCACAAACTCTAAATCTTAACCCTCAATAACACAATTAAAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTT
GCAGACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCAT
GCGTGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCA
ACGGCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCATTCTTCTTCCTCACCCTCGTAAGACAACCCGCTG
AACTTAAGCATATCATTAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGC
GAGTGAAG

>NR_164382_1_Metschnikowia_drakensbergensis_CBS_13649from_TYPE_material

GTAACCTTTTGGAGATACAGAAGCTGGTCAAACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCG
TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAATAAAAATACCAAAATAACACTT
TAGGGAGAAAAACAAAAAACAAAAATAACAGACTTCAATATAATTTTAACACAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCAAATTGCGATACGTAAT
ATGACTTGCAGACGTGAAACATTAATTTTTGAACGCACATTGCACTCATTGGTAGGCCATT
GAGTCTAGGGGGGTGAGAGGAGTATTTCTCGGTTTTTTTATCCGGCTTAGTTCTCAACTAA
ATACTTCATTCCCTCATCCTTCTAAGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
GGAAAAG

>NR_164506_1 Metschnikowia_borealis_ CBS_8431from_TYPE_material

TTCTATTCTTTAGGACTGAACTAGCAAAAAAACATTATTTATTATTCAACCAAGTTTTTCTT
TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGTAGCGAATTACGA
TAAGTATCATGAGTTGCAGACGTGAATCATTAATTTTTGAACGCACATTGCACTTGATCCA

GCATCAAGTATGGGGGAGTGAGAGAGTATTTCTTCGGCCACCTCTTTTGGTACCGGCTTTT

ATACCTCAAATAAAAAAACCATTTTTTTCCTCACTGTCCCAA

>NR_164507_1 Metschnikowia_lochheadii_CBS_8807from_TYPE_material

TTCTATTCTTTTAGGATTGATAACAAAACCACATTAAAATTTATTCAACCCAAGTTTTTCTT

TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGTAGCGAATTACGA
TAAGTATCATGAGTTGCAGACGTGAATCATTAATTTTTGAACGCACATTGCACTTGATCCA

GCATCAAGTATGGGGGAGTGAGAGAGTATTTCTTCGGCCACCTTTCTTGGGTACCGGCTTA
TATCTCAAATAAATTTACATATTTTTTTCCTCACTGTCCCAA

>NR_164508 1 Metschnikowia_continentalis UFMG_96 173from_TYPE_material

GCGACTCTTTTTAAATTTCGAAGTTATTCAAACTTGGTGATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGT
AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAGAAATTAAATTTATATTCTTT
TAGGATTGAAATTAACTAAAACCACATTAAATTTATTCAACCAAGTTTTTCTTTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGTATCGATGAAGAACGTAGCGAATTACGATAAGTATC
ATGAGTTGCAGACGTGAATCATTAATTTTTGAACGCACATTGCACTTGATCCAGCATCAAG
TATGGGGGAGTGAGAGAGTATTTCTTCGGCCACCTCTTTTGGTGCCGGCTTTTACCTCAAA
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TAAATTTACAATTTTTTCCTCACTGTCCCAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
AGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTACCTCAGTAACGGCGAGTGAA

>NR_164510_1_Metschnikowia_gelsemii_CBS_10509from_TYPE_material

TAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAAAAATACATACACACTTCTTAGGAACAAAAA
ACAAAATGTTTAACTTATCAAGAAACACAAAGAAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTG
AATCATTGAATTTTTGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGCGGATG
AGCGATATTTACTCTCAAACCTCTGGTTTGGTCTTGCCCTCGGGGCTAAATATCAACTGGT
GCTAAAATAAGTTTTAGAACCAACACCCCAAAATCCTCATCCCCGTAAGACTACCCGCTG
AACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGG
CGAGTGAA

>NR_164512_1_Metschnikowia_hibisci_CBS_8433from_TYPE_material

TAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAAGATTAAACCAGCATTAGGAAAGAACCACCTT
TTATATTTTATTATTTCTTTAAAACTTTTGACAACGGATCTCTTGGCTCTCGTATCGATGAA
GAACGCAGCAAATTGCGATATGTAATTAAACTTGCAGACGTGAAACATTAATTTTTGAAC
GCACATTGCGCTATTTGGCATGAAATATTGAGAGGATTTTAATTCGAATCTTCGGCTTTTTT
AAAAACTATATATTTAATTCTCCCTCAGTATTTCAAGATTACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACCGGGATTACCTTAGTAACGGCGAGTGAAG

>NR_164525_1_Metschnikowia_dekortorum_CBS_9063from_TYPE_material

CAACTCTTTTTTGAGTCCGAAGATATTCAAACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTA
ACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCAGAAATATTATTATATCCATTAG
GAGCACAACAAACCAAAATTTTATATCAAAATTTATTATAATCTTAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAATTACGATAAGTTGTATGAGTTGC
AGACGTGAATCATTAATTTTTGAACGCACATTGCACTTGATCTAGCATCAAGTATAGGGGA
GTGAGAGAGTTTTTCTTCGGAATCATTAATTCATTTGATTAATACCTCCGGCTTAACTCACA
ATTAAATTCTTTATTTTCTCCTCACTGCCCTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTACCTTAGTAACGGCGAGTGAAG

>NR_165863 1 Metschnikowia_miensis_ NBRC_112445from_TYPE_material

CTGCGGAAGGATCATTAAAAAAATACTTATACACTATTTTATACAACAACAACAAAACAT
GGCATGAATTTCAATAAAGTTAATAAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGA
ATTTTTGAACGCACATTGCGCCTTTTGGTATTCCAAAAGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTT
TCTCTCATACCTTTGGTATGGTTTTGGCCCTCAAAAAATTTGAGGGGGCCCAATTGTCAAA
ACAAAATTATCTACGATTCTTTTTGTCCCCCTACGACCTCAGATCAAGCAAGACTACCCGC
TGAACTTAAGCATATCA

>NR_166218 1 Metschnikowia_ziziphicola_CBS_10358from_TYPE_material

TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATAATTGTTTTTACACCCT
TTTAGGCACAAACTCTAAATCTTAACCGTCAATAACTCTATAAAAAAACTTTCAACAACGG
ATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCA
GACGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGGGGTATTCCCCAGGGCATGCG
TGGGTGAGCGATATTTACTCTCAAACCTCCGGTTTGGTCCTGCTTCGGCCTAATATCAACG
GCGCTAGAATAAGTTTTAGCCCCATTCTTCTTCCTCACCCTCGTAAGACTACCCGCTGAAC
TTAAGCATATCAATAAGCGGA

>NR_130677_1_Clavispora_lusitaniae_CBS_6936from_TYPE_material

GATCATTAAAAAAAATTATACACACTGTTTTTGCGAACAAAAAAATAAATCTTTTATTCGA
ATTTCTTAATATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAATTGCGATACGTAGTATGACTTGCAGACGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
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TTGCGCCTCGAGGCATTCCTCGAGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGCATCCCCTCTAACCCCC
GGTTAGGCGTTGCTCCGAAATATCAACCGCGCTGTCAAACACGTTTACAGCACGACATTTC
GCCCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
GGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAG

26S
>62/1/3

AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCC
CCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCAGGGGTTAAGTCCACTGGAA
AGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCNTYAACGCCYTCATCCCANATCTC
CAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTA
AATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTT
GAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACAC
TTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGNANCAAAACCACCGGGGAATGTACCTTTCGAG
GATTATAACCCCGGNCNNWANTNCCTTNNNNCCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTGG
CGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAACACGG

>9/2/18

ATAAGCNGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA
AAGCTCAAATTTGAAATCCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCN
GGGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCNTCAA
CGCCNTCATCCCANATCTCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGT
AAATTCCATCTAAAGCTAAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG
GGCTTGCAAGCAGACACTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGAANCAAAACCACCG
NGGAATGTACCTTTCGAGGATTATAACCCCGGNCNNWANTYCCNNGNNNCCCCGAGGCCT
GCAATCTAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAAC

>11_1062

ACTCAGGGGTTGGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCCC
CCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCAGGGGTTAAGTTCACTGGAAA
GTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCTTYAACGCCCTCATCCCAGRTCTCC
AAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAA
ATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTG
AAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACACT
TAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGAAACAAAACCACCGGGGAATGTACCTTTCGAG
GATTATAACCCCGGTCTCWAYTYCCATRYCRCCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTGG
CGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAMMAMMSGGACCC

>KM350712.1:31-531 Metschnikowia sp. 11-1090 clone ¢ 26S ribosomal RNA gene, partial sequence

CAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCCCCCGG
GAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCGGGGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGG
CGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCTTCAACGCCCTCATCCCAGATCTCCAAGA
GTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACC
GGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAG
AGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACACTTAACT
GGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGAAACAAAACCACCGGGGAATGTACCTCTCGAGGATTA
TAACCCCGGTCTCAATTTCCTTGTTGCCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTGGCGTAAT
GGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGA

>KM350709.1:19-519 Metschnikowia sp. 11-1090 clone d3 26S ribosomal RNA gene, partial
sequence
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CAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCCCCCGG
GAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCGGGGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGG
CGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCTTCAACGCCCTCATCCCAGATCTCCAAGA
GTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACC
GGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGGAAAGCACTTTGAAAAG
AGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACACTTAACT
GGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGAAACAAAACCACCGGGGAATGTACCTCTCGAGGATTA
TAACCCCGGTCTCAATTTCCTTGTTGCCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTGGCGTAAT
GGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGA

>KM275365.1:6-498 Metschnikowia sp. 11-1088 clone 21-5 26S ribosomal RNA gene, partial
sequence

GCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCCCCCGGGAATTGTA
ATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCGGGGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGGCGCCACAG
AGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCCTCAACGCCTTCATCCCAGATCTCCAAGAGTCGAGTT
GTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACCGGCGAGA
GACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGA
AAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACACTTAACTGGGCCAGC
ATCGGGGCGGCGGGAAACAAAACCACCGGGGAATGTACCTTTCGAGGATTATAACCCCGG
TCTCAATTTCCTTGTTGCCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAG
TCGCCCGTCTTGA

>KM275366.1:24-524 Metschnikowia sp. 11-1089 clone d7g6 26S ribosomal RNA gene, partial
sequence

CAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCCCCCGG
GAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCGGGGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGG
CGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCTTTAACGCCCTCATCCCAGATCTCCAAGA
GTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACC
GGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAG
AGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACACTTAACT
GGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACCGGGGAATGTACCTTTCGAGGATTAT
AACCCCGGCCCTTACTCCCATACCACCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTGGCGTAATG
GTTGCAAGTCGCCCGTCTTGA

>K(C411970.1:8-499 Metschnikowia sp. MS-2013 clone 11-579-fc21 26S ribosomal RNA gene, partial
sequence

CAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCCCCCGG
GAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCGGGGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGG
CGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCTTCAACGCCCTCATCCCAGATCTCCAAGA
GTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACC
GGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAG
AGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACACTTAACT
GGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGAAACAAAACCACCGGGGAATGTACCTTTCGAGGATTAT
AACCCCGGTCTCAATTTCCTTGTTGCCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTGGCGTAATG
GTTGCAAGTCGC

>KY108497.1:98-612 Metschnikowia pulcherrima culture CBS:5833 large subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence

AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT
CCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCGGGGGTTAAGTCCACTGG
AAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCTTTAAAGCCCTCATCCCAGATC
TCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCT
AAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTT
TGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACA
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CTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACCGGGGAATGTACCTTTCGA
GGATTATAACCCCGGCCCTTACTCCCATACCACCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTGG
CGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAACACGG

>MW543448.1:28-542 Metschnikowia sinensis strain CBS 10357 large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence

AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT
CCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCRGGGGTTAAGTCCACTGG
AAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCYTCAACGCCTTCATCCCAGATC
TCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCT
AAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTT
TGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACA
CTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACYGGGGAATGTACCTTTCGA
GGATTATAACCCCGGTCCTYAMTYCCTYAYYRTCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTG
GCGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAACACGG

>MK394155.1:1829-2343 Metschnikowia pulcherrima strain CBS 5833 small subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT
CCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCGGGGGTTAAGTCCACTGG
AAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGARCCCCYTYAAMGCCCTCATCCCAGATC
TCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCT
AAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTT
TGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACA
CTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACCGGGGAATGTACCTTTCGA
GGATTATAACCCCGGCCCTTACTCCCAYACCACCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTG
GCGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAACACGG

>MW544452.1:25-539 Metschnikowia shanxiensis strain CBS 10359 large subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence

AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT
CCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCNGGGGTTAAGTCCACTGG
AAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCYTCAACGCCTTYATCCCAGRTC
TCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCT
AAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTT
TGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACA
CTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACYGGGGAATGTACCTTTCGA
GGATTATAACCCCGGTCCTTACTCCCTCRCCRTCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTGG
CGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAACACGG

>NG_058344.1:25-539 Metschnikowia shanxiensis CBS 10359 28S rRNA gene, partial sequence;
from TYPE material

AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT
CCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCGGGGGTTAAGTCCACTGG
AAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCCTCAACGCCTTCATCCCAGGTC
TCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCT
AAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTT
TGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACA
CTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACTGGGGAATGTACCTTTCGA
GGATTATAACCCCGGTCCTTACTCCCTCACCATCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTGG
CGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAACACGG
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>KY108503.1:25-539 Metschnikowia shanxiensis culture CBS:10359 large subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence

AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT
CCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCGGGGGTTAAGTCCACTGG
AAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCCTCAACGCCTTCATCCCAGGTC
TCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCT
AAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTT
TGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACA
CTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACTGGGGAATGTACCTTTCGA
GGATTATAACCCCGGTCCTTACTCCCTCACCATCCCGAGGCCTGCAATCTAAGGATGCTGG
CGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAACACGG

>MK394155.1:1813-2339 Metschnikowia pulcherrima strain CBS 5833 small subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

ATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA
AAGCTCAAATTTGAAATCCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCG
GGGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGARCCCCYTYAA
MGCCCTCATCCCAGATCTCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGG
TAAATTCCATCTAAAGCTAAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG
AAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GGGCTTGCAAGCAGACACTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACC
GGGGAATGTACCTTTCGAGGATTATAACCCCGGCCCTTACTCCCAYACCACCCCGAGGCCT
GCAATCTAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAAC

> KY108497.1:82-608 Metschnikowia pulcherrima culture CBS:5833 large subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence

ATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA
AAGCTCAAATTTGAAATCCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCG
GGGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCTTTAA
AGCCCTCATCCCAGATCTCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGT
AAATTCCATCTAAAGCTAAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG
GGCTTGCAAGCAGACACTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACCG
GGGAATGTACCTTTCGAGGATTATAACCCCGGCCCTTACTCCCATACCACCCCGAGGCCTG
CAATCTAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAAC

>MW543448.1:13-538 Metschnikowia sinensis strain CBS 10357 large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence

TAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAA
AGCTCAAATTTGAAATCCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCRG
GGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCYTCAAC
GCCTTCATCCCAGATCTCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTA
AATTCCATCTAAAGCTAAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGG
GCTTGCAAGCAGACACTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACYGG
GGAATGTACCTTTCGAGGATTATAACCCCGGTCCTYAMTYCCTYAYYRTCCCGAGGCCTG
CAATCTAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAAC

>MW544452.1:9-535 Metschnikowia shanxiensis strain CBS 10359 large subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence

ATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA
AAGCTCAAATTTGAAATCCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCN
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GGGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCYTCAA
CGCCTTYATCCCAGRTCTCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGT
AAATTCCATCTAAAGCTAAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG
GGCTTGCAAGCAGACACTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACYG
GGGAATGTACCTTTCGAGGATTATAACCCCGGTCCTTACTCCCTCRCCRTCCCGAGGCCTG
CAATCTAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAAC

>NG_058344.1:9-535 Metschnikowia shanxiensis CBS 10359 28S rRNA gene, partial sequence; from
TYPE material

ATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA
AAGCTCAAATTTGAAATCCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCG
GGGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCCTCAA
CGCCTTCATCCCAGGTCTCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGT
AAATTCCATCTAAAGCTAAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG
GGCTTGCAAGCAGACACTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACTG
GGGAATGTACCTTTCGAGGATTATAACCCCGGTCCTTACTCCCTCACCATCCCGAGGCCTG
CAATCTAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAAC

>KY108503.1:9-535 Metschnikowia shanxiensis culture CBS:10359 large subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence

ATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA
AAGCTCAAATTTGAAATCCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCG
GGGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCCTCAA
CGCCTTCATCCCAGGTCTCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGT
AAATTCCATCTAAAGCTAAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG
GGCTTGCAAGCAGACACTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGGAGCAAAACCACTG
GGGAATGTACCTTTCGAGGATTATAACCCCGGTCCTTACTCCCTCACCATCCCGAGGCCTG
CAATCTAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAAC

>MW543706.1:9-535 Metschnikowia ziziphicola strain CBS 10358 large subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence

ATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA
AAGCTCAAATTTGAAATCCCCCGGGAATTGTAATTTGAAGAGATTTGGGTCCGGCCGGCG
GGGGTTAAGTCCACTGGAAAGTGGCGCCACAGAGGGTGACAGCCCCGTGAACCCCYTYAA
CGCCYTCATCCCAGATCTCCAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGT
AAATTCCATCTAAAGCTAAATACCGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG
GGCTTGCAAGCAGACACTTAACTGGGCCAGCATCGGGGCGGCGGGAAACAAAACCACCG
GGGAATGTMCCTTTCGAGGATWATAYCCCTGGTYWMTWYTYCCWTGTYGCCCCGAGGC
CTGCATTCTAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAGTCGCCCGTCTTGAAAC
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4. melléklet. Tobbszoros szekvencia illesztés (sajat szerkesztés). Az elemzésbe a pigmenttermelé Metschnikowia fajcsoport
tagjainak, valamint a M. fructicola és M. andauensis ITS1-5.8S-1TS2 szakaszanak klonozott szekvenciait vontuk be. Az illesztést a MEGA X
10.0.2. szoftver beépitett Clustal W (Thompson és mtsai 1994) algoritmusaval végeztiink el. A mellékletben a trimmelést kovet tobbszords
illesztés informativ, eltéréseket mutato részletei lathatoak. (A) ITS1 szakasz részlet (B) 5.8S szakasz részlet (C) ITS2 szakasz részlet.

A

Species/Abbrv

1. M_andauensis_lan10

2. M_andauensis_lang

3. M_andauensis_lans

4. M_andauensis_lan51

5. M_andauensiz_lan43

5. M_andauensis_lan42

7. M_fucticola_Ifrc27

8. M_fructicola_lfrc26

8. M_fructicola_Ifrb17

10. W_fructicola_Ifrb15

11. W_fructicola_Ifrb13

12. W_fructicola_Ifrg

13. W_fructicola_Ifrs

14. W_fructicola_Ifr4

15, W_fructicola_32_wgs
16. W_fructicola_83_wgs
17. M_fructicola_150_wgs
18. M_fructicola_187a_wgs
18. W_fructicola_187b_wgs
20. M_fructicola_189a_wgs
21. M_fructicola_193b_wgs
22, M_fructicola_213_wgs
23. M_sinensis

24. M_shanxiensis

25. M_pulcherrima

26. W_ziziphicola

27. M_chrysoperlae

28. M_rubicola

29. M_persimmonesis

30. M_leonuri

31. M_pimensis

32. M_citriensis
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Species/Abbry

M_andauensis_lan10

M_andauensis_lang

M_andauensis_lans

M_andauensis_lan51

M_andauensis_land3

M_andauensis_land2

M_fucticola_Ifrc27

G0 |~ | h h | [ Ld b=

M_fructicola_Ifrc26

]

M_fructicola_Ifrb17

10

. M_fructicola_Ifrb15

11

. M_fructicola_Ifrb13

12

. M_fructicola_Ifrg

13

. M_fructicola_Ifré

14

. M_fructicola_Ifr4

15

. M_fructicola_32_wgs

16

. M_fructicola_83_wags

17

. M_fructicola_150_wgs

13

. M_fructicola_187a_wgs

19.

. M_fructicola_187b_wgs

20

_W_fructicola_199a_wgs

|

_W_fructicola_198b_wgs

2

_W_fructicola_213_wgs

23

. M_sinensis

24

. M_shanxiensis

25

. M_pulcherrima

26.

. M_ziziphicola

27

. M_chrysoperlae

28

. M_rubicola

29

. M_persimmonesis

30

. M_leonuri

i

. M_pimensis
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2. M_andauensis_lang

3. M_andauensis_lan5

4. M_andauensis_lan51
5. M_andauensis_land3
6. M_andauensiz_land2
7. M_fucticola_Ifrc27

8. M_fructicola_Ifrc26

9. M_fructicola_Ifrb17
10. M_fructicola_Ifrb15
11. M_fructicola_Ifrb13
12. M_fructicola_Ifrg

13. M_fructicola_Ifrs

14. M_fructicola_Ifré

15. M_fructicola_32_wgs
16. M_fructicola_83_wgs

17. M_fructicola_150_wgs
18. M_fructicola_187a_wgs
19. M_fructicola_187b_wgs
20. M_fructicola_199a_wgs
. M_fructicola_199b_wgs
WM_fructicola_213_wos
M_sinensis.

M_shanxiensis
. M_pulcherrima
. M_ziziphicola
. M_chrysoperlae
. M_rubicela
. M_persimmonesis
. M_leonuri
. M_pimensis
. M_citriensis
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