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1. Bevezeto

1.1. Tolypocladium fajok jelentdsége és taxondmidja
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1. abra. Tolypocladium inflatum morfologiaja: 1. Acremonium-szert fialid, 2. konidiumok

¢s 3. konidiofor (Hodge és mtsi, 1996)

A nemzetségbe tartozo fajok vilagszerte eléforduld talajlakd szaprofita illetve
rovarpatogén gombak. Az idetartozo fajok koziil kiemelkedd jelentdségti a 7. inflatum (=T.
niveum, =Beauveria nivea, teleomort: Cordyceps subsessilis; 1. abra), mely az elsé szamu
ciklosporin A termeld szervezet (Survase és mtsi, 2011). A ciklosporin A (2. &bra) fontos
immunszuppressziv hatasu vegylilet, a T-sejtek immunvalaszat képes gatolni, melyet a
gyogyaszatban alkalmaznak szervatiiltetéseket kovetden illetve autoimmun-betegségek
kezelésénél. A ciklosporinok mellett efrapeptineket is képes ez a faj termelni, melyek
hatasos bakterialis ATPaz gatlok (Gupta és mtsi, 1991). Az efrapeptinek valodi
jelentéségét a rovarolo-képességiik adja (Krasnoff €s Gupta, 1991).
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2. abra. Ciklosporin A szerkezete

A Tolypocladium nemzetséget eldszor Gams irta le 1971-ben, és harom fajt sorolt
ide: T. cylindrosporum, T. geodes ¢és T. inflatum (korabban Pachybasium niveum, Rostrup
irta le 1916-ban). A 80-as években a nemzetséget tovabbi fajokkal bdvitették. Barron
harom uj fajt irt le: 7. parasiticum (Barron, 1980), T. trigonosporum és T. lignicola néven
(Barron, 1983). 1983-ban Bissett két ujabb fajt irt le (7. nubicola €és T. tundrense),
valamint a 7. inflatum-ot T. niveum-ra “keresztelte”. Emellett két, mar koradbban leirt, fajt
sorolt a nemzetségbe: a Verticillium balanoides-t T. balanoides néven (2001-ben Gams ¢€s
Zare a Haptocillium balanoides nevet javasolta), mig a Sesquicillium microsporum-ot T.
microsporum megnevezeéssel. Samson €és Soares (1984) egy 0j fajt, a 7. extinguens-t, irta
le. Von Arx (1986) ugy taldlta, hogy a Tolypocladium ¢s Beauveria nemzetség tagjai
kozott nincs kellden nagy morfoldgiai kiilonbség, ezért javasolta, hogy csak a Beauveria
nemzetségnevet tartsadk meg, €s ebbe soroljak at a Tolypocladium fajokat. Ugyanezen
cikkben a T. microsporum nevét Gliocladium microsporum-ra valtoztatta.

A 90-es években tobb cikk is sziiletett, melyek a Tolypocladium ¢€s Beauveria
nemzetségek ujboli szétvalasztisa mellett érveltek. Ezen tanulmanyok méar nem a
morfologiai vizsgélatok alapjan kivanjak elkiiloniteni a két taxont, hanem molekularis
illetve fiziologiai vizsgélatok alapjan, mint példaul rRNS szekvencia vizsgéalatok
(Rakotonirainy és mtsi, 1991), mitokondrialis DNS probak (Hegedus és Khachatourians,

1993) illetve szénhidrat-hasznositasi vizsgalatok (Todorova és mtsi, 1998).



1.2. Mikotoxinok

A mikotoxinok a fonalas gombak altal termelt, 4ltaldban masodlagos
anyagcseretermékek, melyek az embert és/vagy az allatokat valamilyen médon karositjak.
Altaldban nem soroljak kozéjikk a ,kalapos gombak™ toxinjait, a gombak éltal termelt
antibiotikumokat és a novénykarositod toxinokat (fitotoxinok) (Varga és mtsi, 2009).

Egyes mikotoxinok kisebb mennyiségben fogyasztva is képesek azonnali hatasokat
kivaltani, mig mas mikotoxinok csak lassan fejtik ki hatasukat, karcinogenitasuk révén
(Hansen, 2010). A mikotoxin mérgezéseket mikotoxikdzisoknak nevezzik. A
mikotoxikézisok szempontjabol elsOsorban a penészgombak jelentdsek (foleg az
Ascomycota torzs tagjai, pl.: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Stachybotrys
¢s Claviceps tajok) (Varga és mtsi, 2009).

A mikotoxinok vagy kozvetlen szennyezésként vagy a mikotoxinnal szennyezett
takarmannyal téplalt allatokbol szarmazd élelmiszerek révén, kozvetve jutnak a

taplalékunkba (Varga ¢s mtsi, 2009).

1.2.1. Fumonizinek

A fumonizinek a poliketidek, ezen beliil a nonaketidek kozé tartoznak, mivel az
alapvéazat kilenc acetil-KoA-bol (ebbdl nyolc malonil-KoA forméjaban 1ép be a reakcioba)
allitja elé egy poliketid szintaz (Varga és mtsi, 2009).

COOH O

HOOC.

CHs NH,

CH3

HOOC
COOH O

R, R, Osszegképlet

FumoniznB, OH OH C,H,NO,
FumonizinB, OH H C4Hs,NO,,
Fumonizin B, H OH C,H4xNO,
Fumonizin B, H H C,HsNO.
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3. abra. Fumonizinek szerkezete

Tobb mint 6tven féle fumonizint azonositottak mar, ezek koziil a B sorozatuak (3.

abra) a legfontosabbak (Gelderblom ¢és mtsi, 1993, Barték ¢és mtsi, 2006), hiszen



tanulmanyok kimutattdk, hogy az idetartoz6 toxinok tobb fajra is toxikus hatésuak,
valamint kukoricamintdk fumonizinszennyezettségének jelentds hanyadat is 6k képviselték
(Musser és mtsi, 1996). A legtobb Fusarium faj esetén a legnagyobb mennyiségben a
fumonizin B; (FB)) termelddik. A teljes fumonizintartalom 70-80%-at teszi ki a FBy, a FB;
15-25%-at adja, a FB;3 3-8%-at, mig a FB4 csupan elhanyagolhat6 mennyiségben szokott
jelen lenni rizs, kukorica vagy folyékony taptalajon nevelt tenyészetekben (Branham és
Plattner, 1993, Marin és mtsi, 1995a, Marin és mtsi, 1995b).

A FB; egy diészter jellegli vegyiilet (a propan-1,2,3-trikarbonsav €s a 2-amino-12,16-
dimetil-3,5,10,14,15-pentahidroxiikozan diészterje) (Bezuidenhout és mtsi, 1988). A B
sorozati fumonizinek szerkezete csak az alapvazon taldlhatod hidroxil csoportok szaméaban
¢s azok pozicidjaban kiilonboznek egymastol. 2010-ben felfedeztek egy uj, a B sorozatba
tartozo fumonizint, a FB¢-ot, mely a propan-1,2,3-trikarbonsav és a 2-amino-12,16-dimetil-

3,4,5,14,15-pentahidroxiikozan diészterje (Mansson ¢s mtsi, 2010).

1.2.1.1. Fumonizinek jelentdsége, termeldk

A fumonizineket Fusarium verticillioides-b0l (=Fusarium moniliforme, teleomorfja:
Gibberella moniliformis) izolaltdk, mely a kukorica elterjedt szant6foldi patogénje
(Gelderblom és mtsi, 1988).

A fumonizinek tobb allati megbetegedés ¢s korkép kialakitasaban igazolt szerepet
jatszanak, ezek mellett epidemiologiai vizsgalatok szerint, emberi megbetegedések
kialakitasaért is felelosek lehetnek.

Els6ként a lovak agylagyulasandl (ELEM=equine leukoencephalomalacia) sikeriilt
igazolni, hogy valoban a FB, felelos a betegségért (Marasas €s mtsi, 1988, Kellerman és
mtsi, 1990). A mdasodik betegség, melynél sikeriilt a FB; szerepét igazolni, a sertések
tiiddodémaja (PPE= porcine pulmonaryedema) volt (Harrison és mtsi, 1990). A kér6dz6
allatok viszonylag rezisztensek a toxinra, a magas FBj-tartalm(i takarmany etetése
majelfajulast idézhet el (Varga és mtsi, 2009).

A Dél-Afrika és Kina egyes régidiban relative nagy gyakorisaggal észlelt
nyeldcsOrak kialakulasaban is valdszinilileg szerepet jatszanak a fumonizinek (Sydenham
és mtsi, 1990, Chu és Li, 1994). 2002-ben a Nemzetkozi Réakkutato Intézet (IARC) a FB;-
et lehetséges human karcinogénnek (2B csoport) nyilvanitotta. Tovabbi kutatasok szerint,

melyeket Kindban (Moore ¢és mtsi, 1997), Dél-Afrikaban (Ncayiyana, 1986) valamint



Texas €s Mexik6 hatarvidékén (Missmer és mtsi, 2006) folytattak, a nyeldcsorak mellett
vel6csdzarodasi-rendellenességek kivaltasdban is szerepet jatszhatnak a fumonizinek.

A fumonizinek szerkezete hasonl6 a szfingolipid intermedierekéhez, ezaltal képesek
gatolni a ceramid szintazt (Wang és mtsi, 1991), minek kdvetkeztében a szfingolipid-
anyagcsere felborul, megemelkedik a szfinganin és szfingozin mennyisége, €és a
szfingolipidek képzddése gatolt. A szabad szfingoid bazisok feldusuldsa apoptozist valt ki
(Schmelz és mtsi, 1998), ezzel magyarazhatd a hepato- és nefrotoxikus hatas, valamint
lehetséges, hogy ez a hatés felelds a daganatok kialakitasaért (Howard €s mtsi, 2001).

Fusarium fajok koziil tizenotrél bizonyitottak, hogy fumonizintermeld (Rheeder és
mtsi, 2002), ezek koziil igazan kiemelkedd jelentdséggel két faj bir, a F. verticillioides és a
F. proliferatum. Mind a F. verticillioides, mind a F. proliferatum izolatumok képesek nagy
mennyiségben fumonizint termelni, vilagszerte ismert €s gyakori korokozoi a kukoricanak,
valamint bizonyitott szerepiik van allatok mikotoxikdzisaiban (Ross és mtsi, 1990).
Altalaban a fumonizintermeld fajok izolatumainak kevesebb, mint 50%-a képes fumonizint
termelni, kivéve a F. verticillioides és F. proliferatum izolatumokat, ahol a termeld
izolatumok aranya magasabb (Nelson és mtsi, 1992).

A Fusarium fajok mellett Aspergillus fajok (4. niger és A. awamori) is képesek
fumonizint termelni. Az 4. niger fumonizintermeld-képességére ugy deriilt fény, hogy a
genomjanak vizsgalata soran felfedeztek egy vélt fumonizin bioszintetikus génklasztert
(Baker és mtsi, 2006, Pel és mtsi, 2007), ezt kovetden kisérletekkel is bizonyitottadk, hogy
ez a faj képes fumonizint termelni (Frisvad és mtsi, 2007).

20011-ben harom Tolypocladium fajrol is kideriilt, hogy képes fumonizineket
termelni, ezek a 7. inflatum, a T. geodes és a T. cylindrosporum. A termel6képességre
ciklosporint termeld torzsek kiilonb6zd toxinokra torténd ellendrzdsziiréskor deriilt fény

(Mogensen ¢és mtsi, 2011).
1.2.1.2. Fumonizinek bioszintézise

Ebben a fejezetben el6szor egy attekintd képet kivanok adni a fumonizinek
bioszintézisérdl, majd részletesebben jellemzem a hisz szénatomos alapvaz 1étrehozasdban
szerepet jatszo enzimeket.

A bioszintézis elsé lépéseként egy 10,14-dimetil-oktadekénsavat (fumonizinben a
két metil csoport 12. és 16. szénatomnal talalhatd) hoz Iétre a FUMI1 éltal kédolt poliketid
szintdz (Proctor és mtsi, 1999), melyhez egy oxoamin oxidaz (FUMS) kapcsol tovabbi két



szénatomot és egy aminocsoportot, melyek alaninbdl szarmaznak (Branham és Plattner,
1993), igy kialakitva az alapvazként szolgald 2-amino-3-0xo0-12,16-dimetil-ikozant.

Az ezt kovetd redukcids 1épés és oxidacios 1épések sorrendiségét, ha egyaltalan van
ilyen, még nem sikeriilt megallapitani. A redukcios 1épés soran egy dehidrogenaz a 3.
szénatomnal talalhat6 karbonil csoportot redukalja hidroxil csoportta (Butchko és mitsi,
2003). Az oxidacios lépések soran oxigenazok létrehozzak a hidroxil csoportokat (5., 10.,
14. ¢és 15. C-atomndl) molekuléris oxigén felhasznalasaval (Caldas és mtsi, 1998). Az
oxigenazok koziil egyet fontos kiemelniink, a FUM2 (FUM12) gén 4ltal kodol citokrom
P450 monoxigendzt, mivel ez az enzim felelds a 10. szénatom hidroxil csoportjdnak
létrehozasaért (Proctor és mtsi, 2006, Desjardins €s mtsi, 1996). Ennek a hidroxil
csoportnak megléte kiilonbozteti meg a FBi-et a FB,-t61 (illetve a FBs3-at a FB4-t61).

Végiil harom enzim felelos a 2-amino-12,16-dimetil-3,5,10,14,15-
pentahidroxiikozan ¢€s a két trikarbalilsav kozotti észterkotés 1étrehozasaért, valamint egy
trikarbalilsav transzporter enzim is fontos a megfeleld fumonizintermelésben (Butchko és
mtsi, 20006).

A szintézisben az elsd Iépést a FUMI1 gén (2003-ig FUMS névre hallgatott, ekkor
nevezték at) altal kodolt enzim katalizdlja. A FUMI1 gén egy I-es tipusu iterativ poliketid
szintazt kodol, ez a tipus a gerincesek zsirsavszintazaival analdg, ezek nagy multidomén
enzimek, melyek a szintézis soran sziikséges Osszes aktivhelyet tartalmazzék (Proctor és
mtsi, 1999). A szintaz a kovetkez6 hét doménbdl épiil fel (Proctor és mtsi, 1999):

o Keto-szintdz (KS), mely a ldnchosszabitasi 1épéseket katalizalja

e Acil-transzferdz (AT), mely a kezdd és intermedier acilegységek kotéseért felelds

o Keto-reduktaz (KR), mely a keto csoportot hidroxil csoportta redukalja

e Dehidrataz (DH), mely dehidratalja a hidroxil csoportot enoil csoportta

e  Enoil-reduktaz (ER), mely a kettds kotést redukalja

e  Metil-transzferaz (MeT), mely a két metil csoport kialakitasaért felelds
(Yu és mtsi, 2005)

e  Acilszallito protein (ACP), mely a novekvd terméket tartja kotve tioészterként.

A kelld hosszusagii lanc szintézise ugy valosul meg, hogy a fentebb emlitett
domének egymas utdn tobb ciklusban is katalizaljdk a reakcidkat, iterativ moédon. Az
enzimbdl hianyzik a tioészteraz/ciklaz (TE/CYC) domén, mely mas poliketid szintdzok
esetén a termék hosszat illetve levalasat szabalyozza, igy ebben az esetben sziikség van egy

ujabb fehérjére, mely katalizalja ezen folyamatokat (Du és mtsi, 2008).



A lanchosszat szabdlyozd ¢és levalast katalizaldé fehérje, mely masodik a
bioszintézisben, a FUMS gén altal kodolt enzim, mely egy a-oxoamin szintaz (Il-es tipust
aminotranszferaz). Ezen enzimek csoportja katalizdlja aminosavak ¢és acil-KoA
szubsztratok kondenzaciojat (Seo és mtsi, 2001). A FUMS esetében a szubsztratok az acil-

S-ACP ¢s az alanin. A reakcio végterméke egy 2-amino-3-oxo0-12,16-dimetil-ikozan.

1.2.1.3. A fumonizin bioszintézis génklaszter felépitése

A bioszintézisért felelds génklasztert Fusarium verticillioides-ben fedezték fel, mikor
a FUMI1 gén sikeres klonozasa utdn a génnel szomszédos 75kb-os régid szekvenciajat
meghataroztdk (Proctor és mtsi, 1999). A korai vizsgéalatok soran tizennégy, a FUMI
génnel hataros gént talaltak, melyek kozosen fejezddnek ki (Proctor és mtsi, 2003).
Késobbi vizsgalatok sordn tovabbi két gént (FUM20 ¢s FUM21) fedeztek fel (Brown és
mtsi, 2005, Brown és mtsi, 2007), mivel ezen géneket azutdn irtak le, hogy mas fajokban is
azonositottak volna a klasztert (Waalwijk és mtsi, 2004), ezért az 6sszehasonlitdsok a 15
génes FUM génklaszterrdl szolnak.

A Fusarium verticillioides FUM génklasztert alkotd gének ¢és az altaluk kodolt
enzimek: FUM1 (FUMS) egy iterativ poliketid szintaz (Proctor és mtsi, 1999), FUM?2
(FUM12) egy citokrém P450 monooxigenaz (Proctor és mtsi, 2003), FUM3 (FUMY) egy
dioxigenaz, FUM6 egy citokrom P450 monooxigenaz, FUM7 egy dehidrogenaz, FUMS
egy aminotranszferdz (Seo ¢s mtsi, 2001), FUM10 egy zsirsav acil-KoA szintetaz, FUMI11
egy trikarbalilsav transzporter, FUMI13 egy dehidrogenaz/reduktaz, FUM14 egy NRPS-
szerli kondenzacids domén, FUMI1S5 egy citokrom P450 monooxigendz, FUMI16 egy
zsirsav acil-KoA szintetdz, FUM17 és FUMI18 két ceramid szintaz, FUMI19 ABC-
transzporter (Proctor és mtsi, 2003), FUM 20 egy rovid fehérje, ismeretlen funkcioval,
FUM21 egy transzkripcios faktor (Brown és mtsi, 2005, Brown és mtsi, 2007).

A fumonizin bioszintézis génklasztert felépitd tizenhét gén koziil nem sziikséges
valamennyi a fumonizintermeléshez. A FUM16 olyan enzimet kodol, mely 4ltal katalizalt
reakciot mas enzim is képesek katalizalni, ezért e gén kilitése nem valtoztat a
fumonizintermelésen (Butchko és mtsi, 2006). Mig a FUM17 és a FUMI18 altal kodolt
ceramid szintdzok egyaltalan nem is vesznek részt a szintézis folyamataban, és kiiitésiik
esetén nem valtozik a termelt fumonizin mennyiség (Proctor és mtsi, 2003). Ezek a

géntermékek valoszinlileg a termelégomba fumonizin rezisztenciaért feleldsek. Itt kell

crcr

10



Ezek mellett a FUM11 és a FUMI19 olyan gének, melyek ugyan nem esszencialisak a
fumonizin szintézisben, de kiiitésiik megvaltoztatja a termelt fumonizin izomerek aranyat.
(Butchko és mtsi, 2006, Proctor és mtsi, 2003)

Az A. niger FUM génklaszterébdl hianyoznak a FUM2, a FUMI11, a FUMI16, a
FUM17 és a FUM18 gének (ezek a forrdsok nem emlitik a FUM20 és a FUM21 gének
meglétét vagy hianyat) (Pel és mtsi, 2007). A FUM2 gén hianya egyértelmii magyarazatot
ad arra, hogy az Aspergillus fajok, miért nem képesek FB; és FB; termelésére (a Fum2p
felelés a 10-hidroxil csoport 1étrehozasaért) (Proctor és mtsi, 2006). A masik négy gén
hidnya igazolja, hogy nem sziikségesek a fumonizintermelésben, mint ahogy az mar
emlitésre keriilt. Erdekes modon olyan ORF-ek (nyitott leolvasasi keretek) is talalhatok az
Aspergillus fumonizin génklaszterben, melyek a Fusarium fajokéban nincsenek meg.
Tartalmaz egy masodik poliketid szintaz gént, egy 3-ketoreduktdz gént, egy alkalikus
fitoceramidaz gént, egy MFS transzporter génjét ¢s négy ismeretlen funkcidji gént (Baker

¢s mtsi, 20006).

11



2. Célkituzések

Els6 célunk torzsgyljteményekbdl szarmazo  Tolypocladium  izolatumok
fumonizintermeld-képességének vizsgalata HPLC-MS technikaval. Az eddig végzett
kutatasok harom faj (7. cylindrosporum, T. geodes ¢és T. inflatum) esetében szamoltak be
pozitiv eredményrdl. Munkank sordn a harom, mar igazoltan fumonizineket termeld fajon
kiviil 6t masik Tolypocladium faj (T. extinguens, T. lignicola, T. nubicola, T. parasiticum
¢s T. tundrense) torzseit is vizsgalni kivanjuk. Munkank soran a termelt toxinok jelenléte
mellett azok mennyiségét is meghatarozzuk.

Masodik célunk annak a kérdésnek a megvalaszoldsa, hogy a FUM1 génre, mint a
fumonizin bioszintézis esszencidlis enzimjének génjére, tervezett PCR-vizsgalat
eredménye tiikrozi-e az adott torzs fumonizintermeld-képességét.

Harmadik célunk a Tolypocladium izolatumokbol szarmazdé FUMI génszakaszok
Osszevetése korabban vizsgalt Aspergillus ¢s Fusarium fajokbol nyert FUMI-
szekvenciadkkal. Itt leginkdbb arra vagyunk kivancsiak, hogy ez a gén alkalmas-e a
fumonizintermeld gombak nemzetség- illetve fajszintli elkiilonitésére.

Végiil a kapott torzsfat dsszevetjiik az ITS-szekvenciak alapjan felallitott torzsfaval,
hogy megallapithassuk, mennyire hilen tiikr6zi a FUMI-szekvencidkon alapul6

filogenetikai torzsfa a rokonsagi kapcsolatokat a Tolypocladium nemzetségen beliil.
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3. Anyagok ¢és modszerek

3.1. Téptalajok

YPD tapoldat: 1%, éleszt6 kivonat, 1% pepton, 1% gliikoéz

YPD taptalaj: 1%, €leszt6 kivonat, 1% pepton, 1% gliikkdz, 2% agar

YES agar taptalaj: 2%, €leszt6 kivonat, 15% szacharoz, 0,05% MgSO,4-7H,0,
0,0005% CuSO4:5H,0, 0,001% ZnSO47H,0, 2% agar

3.2. Gomba torzsek

A vizsgalt Tolypocladium torzseket torzsgyljteményekbdl rendeltiik (1. tdblazat).

1. tablazat. Felhasznalt Tolypocladium térzsek

Fajnév Torzsszam
T. cylindrosporum CBS 614.80
CBS 719.70
CCF 1450/95
CCF 2531/94
CCF 3237/01
T. extinguens CBS 345.77
T. geodes CBS 721.70
CCF 2548/93
CCF 2579/93
CCF 3299/03
T. inflatum CBS 670.83
CCF 3896/09
T. lignicola CBS 489.83
T. nubicola CBS 944.72
T. parasiticum CBS 300.83
T. tundrense CBS 569.84

A kisérletekben hasznalt Fusarium verticillioides és F. proliferatum torzseket (Eg

Fig, Fusl, Fus33, Fus46, Fus47, Fus60) magyarorszagi kukoricarol izolaltdk, kivéve a
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Fus139 torzset, melyet torzsgylijteménybdl rendeltiink (CBS 139.40). A vizsgalatba bevont
Aspergillus niger és A. awamori torzseket mazsolardl izolaltak (Varga és mtsi, 2010). A
mazsola mintak kiilonb6zé orszagokbol (Torokorszagbol, az USA-bol, illetve
Hollandiaban kereskedelmi forgalomban kaphatdé ismeretlen szédrmazasi helyl

mazsolakrol) szarmaztak.

3.3. A micélium felszaporitasa és a sejtek feltarasa

A. niger és A. awamori (valamint az Eg FIG torzs) micéliumokat 40 ml YPD
tapoldatot tartalmaz6 Erlenmeyer lombikokban ketté napig 25 °C-on razatva (120-150
rpm) tenyésztettiik. A tiszta Fusarium verticillioides (kivéve Eg FIG) micéliumokat 20 ml
YPD tapoldatot tartalmazd Erlenmeyer lombikokban ugyanilyen eljarassal tenyésztettiik.

A. niger és A. awamori mintdk esetén a micéliumokat sziirdvel valasztottuk el a
tapoldattol. Az Eg FIG torzs esetén a tenyészetet centrifuga-félkémes6be athelyeztiik, és
3000 rpm fordulaton 5 percen keresztiil centrifugélva kiilonitettiik el a micéliumot a
tapoldattol, ezutan a feliiliszot leszivtuk, és a tdmény micélium szuszpenziot kipipettaztuk.
A micéliumokat fagyasztottuk (-20 °C), majd egy ¢€jszakdn at liofilizaltuk, és folyékony
nitrogén adagolasaval dorzsmozsarban finomporra dorzsoltiik.

Tolypocladium fajok esetén a torzseket YPD taptalajra szélesztettiik €s néhany hétig
25 °C-on tenyésztettiik. Ezt kovetden spatulaval micéliumot gyiijtottiink Eppendorf
csovekbe a csészek felszinérdl. A csovekbe 500-500 pl bidesztillalt vizet mértiink. Majd
70 °C-ra melegitettiik, €s vartunk, amig az agar felolvadt, ezutdn vortexeltiik a mintakat.
Végiil 10 percen keresztiil 13000 rpm fordulaton centrifugaltuk a mintakat és a feliiluszot

pipetta segitségével eltavolitottuk.
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3.4 Molekularis vizsgalatok

3.4.1. DNS-kivonas

Felhasznalt oldatok, eszkozok:

Epicentre Biotechnologies” MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit
TAE: 40mM Tris, 20mM ecetsav, ]| mM Na,EDTA pH 8,0

Agar6z (SeaKem LE)

Mintafelvivé puffer: 6X DNA Loading Dye™ (Fermentas)
GelGreen™ fluoreszcens nukleinsav-jelold festék (Biotium)

Steril bidesztillalt viz: Millipore Milli-Q plus 185

A DNS-kivonashoz az Epicentre Biotechnologies® MasterPure™ Yeast DNA
Purification készletet hasznaltuk. A protokollban (http://www.epibio.com/docs/default-
source/protocols/masterpure-yeast-dna-purification-kit.pdf) javasoltaktol eltértiink abban,
hogy a DNS-t nem TE pufferben, hanem 50 pl steril bidesztillalt vizben vettiik fel.
Mintdinkat nem kezeltiik RN&zzal. Kivonatainkat mélyhiitében taroltuk -20 °C-on. A

DNS-kinyerés sikerességét gélelektroforézis segitségével igazoltuk.

3.4.2. Gélelektroforézis

A DNS-mintdkat 1 %-os agardéz gélen futtattuk meg horizontalis gélelektroforézis
késziilék segitségével. Az agarozt a higitott TAE pufferhez adtuk, €s mikrohullamu
siitOben addig melegitettiik, amig az agar6z teljesen fel nem oldodott. A fragmentumok
lathatova tételéhez 3 pl GelGreen™ nukleinsav festéket (Biotium) hasznaltunk 100ml
gélben. A mintdinkat 90 V fesziiltséggel futtattuk 10-15 percig. A fluoreszcens festékkel
festet fragmentumok lathatova tételéhez, UV fény helyett, a Clare Chemical Research altal
gyartott Dark Reader® transilluminatort hasznaltuk.
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3.4.3. DNS-szakaszok amplifikaldsa PCR segitségével

Felhasznalt oldatok, eszk6zok

Kétszeres toménységii PCR Master Mix (Fermentas)

100 mM-os dANTP oldat (Sigma-Aldrich)

Tizszeres toménységli DreamTaq Buffer (includes 20 mM MgCl,) (Fermentas)
DreamTaq DNA Polymerase (5 U/ul) (Fermentas)

Steril bidesztillalt viz: Millipore Milli-Q plus 185

FUMI1-F2 és FUM1-R2 inditoszekvencidk

FUMI1-F2: 5’-YCNGGYRGNCAYGACTTTGC-3°
FUMI1-R2: 5’-DGARCTDGGCATNGACATDCC-3’

A FUMI1 PCR reakcidelegy Osszetétele

4 ul FUM1-F2 inditészekvencia

4 ul FUM1-R2 indit6szekvencia

11 pl kétszeres toménységii PCR Master Mix (Fermentas)
1 pl higitott templat DNS

A FUM1 PCR-program

A kivant génszakasz sokszorositdsara a Bio-Rad cég MJ Mini™ Gradient Thermal
Cycler késziilekét hasznaltuk. A reakcidt harmincot ciklusban (2-4. 1épések) hajtottuk
végre, 1épései a kovetkezOk voltak:

1. elédenaturacio: 2 perc, 94 °C

2. denaturaci6: 10 masodperc, 94 °C

3. hibridizéacio: 15 masodperc, 54 °C

4. polimerizacié: 20 masodperc, 72 °C

5. utépolimerizacio: 1 perc, 72 °C

16



1TS4 és ITS5 inditoszekvenciak

ITS4: 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
ITSS: 5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’

A ITS PCR reakcibdelegy Osszetétele

4 ul ITS4 inditészekvencia

4 ul ITS4 inditoszekvencia

4 ul ANTP oldat

2 ul tizszeres toménységli DreamTaq Buffer (includes 20 mM MgCl,)
0,2 ul DreamTaq DNA Polymerase (5 U/ul)

5 ul steril bidesztillalt viz

1 pl higitott templat DNS

A ITS PCR-program

A kivant génszakasz sokszorositdsara a Bio-Rad cég MJ Mini™ Gradient Thermal
Cycler késziilekét hasznaltuk. A reakcidot harmincot ciklusban (2-4. 1épések) hajtottuk
végre, 1épései a kovetkezOk voltak:

1. elédenaturacio: 2 perc, 94 °C

2. denaturacié: 10 masodperc, 94 °C

3. hibridizéacio: 15 masodperc, 58 °C

4. polimerizacié: 20 masodperc, 72 °C

5. utépolimerizacio: 1 perc, 72 °C

3.4.4. Az amplifikalt DNS-szakaszok szekvencia-meghatarozasa

A PCR-reakcio segitségével felsokszorozott DNS-szakaszok szekvencidit a Bay

Zoltan Intézet hatdrozta meg szamunkra.
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3.4.5. Szekvencidk feldolgozéasa

A szekvencidkat a BioEdit nevii programmal jelenitettiik meg. A szekvencia
illesztéseket a MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation)
programmal végeztilk, a tapasztalt szekvencia-eltéréseket a BioEdit programmal
megtekintett kromatogrammokkal hitelesitettiik. A torzsfak elkészités¢éhez MEGAS nevil
programot hasznaltuk (Tamura és mtsi, 2011).

A torzstékat neighbor-joining modszer segitségével allitottuk fel, bootstrap értekek
kiszamitasahoz ezer ismétlést allitottunk be. Az 6sszes altalunk vizsgalt FUM1-szekvenciat
tartalmazo fanal az Alternaria alternata (ALT1 gén, AB465680.1) volt a kiilcsoport, mig a
masik két fa esetén Fusarium verticillioides CBS 139.40-as torzsét hasznaltuk

kiilcsoportként.
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3.5. Mikotoxin-kimutatas

3.5.1. Fumonizin-kivonas

A vizsgalt torzseket YES agar taptalajon tenyésztettilk. A torzseket 25 °C-on
inkubaltuk két hétig. Dugofaroval hat darab 12 mm atmérdjii agarkorongokat vagtunk ki
csészénként. Ezeket 15 ml-es centrifugacsovekbe helyeztiikk, majd metanol és viz (3:1)
elegybdl 6 ml-t mértiink rd. A mintdkat 2 percen keresztiil UltraTurrax nagysebességii
homogenizator (IKA, Staufen, Germany) segitségével homogenizaltuk 20000 rpm
fordulaton. A mintdkat kétszer 5 percig ultrahanggal kezeltiik. Ezt kovetéen minden
mintahoz jabb 4 ml metanol és viz (3:1) elegyet adtunk és 2 oran keresztiil atfordulds
razogéppel razattuk. Majd 5 percig 9000 rpm fordulaton centrifugaltuk a mintdkat. Végiil a

feliiluszobol 1 ml-t atmértiink mikrocentrifuga csdvekbe.

3.5.2. Fumonizin-tartalom meghatarozasa

A meghatdrozdas HPLC-MS (tdmegspektrometriaval kapcsolt nagy teljesitményli
folyadékkromatografia) modszerrel tortént, Agilent 1100 Series HPLC Quaternary pump,
well-plate autosampler, column termostat, vacuum degasser (Waldbronn, Germany)
késziilékkel.

A HPLC elvalasztast Phenomenex, Kinetex C18 (Torrance, California, USA) (50
mm x 4,6 mm, 2,6 um) HPLC oszlopokon 0,8 ul/perc aramlasi sebességgel végeztiik. 1-1
ul befecskendezett mintaval végeztiik el a vizsgalatot. A 2. tablazat tartalmazza az

oldoszergradiens tulajdonsagait.

2. tablazat. Oldoszergradiens

1d8 (perc) | desztillalt viz + 0,1 % HCOOH (%) | MeCN + 0,1 % HCOOH (%)
0 76 24
3 475 52,5
5 0 100
9 0 100
11 76 24
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Az elvélasztott vegyiileteket Agilent 1946 MSD (Waldbronn, Germany) késziilékkel
detektaltuk, melyhez egy ESI forrds volt csatlakoztatva. Az ESI-MS paraméterei: a
szaritogaz (N,) sebessége 12 l/perc, a szaritogaz homérséklete 350 °C, a porlasztogaz (N,)
nyomasa 35 psi, az iontranszfer-kapillaris fesziiltsége 3000 V, a fragmentor fesziiltség 70
V volt. A méréseket kivalasztott ionfigyelés (SIM) mellett végeztiik, és az 1x-esen
pozitivtdltésii molekulaiokat ([M+H]") detektaltuk. A kivalasztott ionok: m/z 690 (FBy),
m/z 706 (FBy.3), m/z 122 (FBy).

A kiilonb6z6 fumonizin-izomerek mennyiségének meghatarozasidhoz
tizennégypontos kalibraciot készitettiink a FB,—re a 25-500000 pg tartomanyban. A
kalibracios gorbe a 25-25000 pg tartomanyban volt linearis. Az egyenes egyenlete a
kovetkezd volt: Y = 17,043149 X + 1636,5548 (Y = cstcsteriilet, X = injektalt mennyiség).
A korrelacio értéke 0,99964 volt.

Az eredményeket pg/kg-ban tiintettiik fel a dolgozatban, a szamités illetve az eredeti
mennyiségek a fliggelékben talalhatdak.

A FB, tekintetében a LOD (,,limit of detection”) és a LOQ (,,limit of quantitation™)

értéke 6 ng/ml illetve 13 ng/ml volt.
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4. Eredmények ¢és értékelés

4.1. A torzsek fumonizintermeld-képessége

A munkéank sordn tanulmanyozott tizenhat Tolypocladium térzs (nyolc faj) koziil

tizenkettonek (6t faj) vizsgaltuk a fumonizintermeld-képességét (2. tablazat). Két torzs

altal termelt fumonizin-izomerekrdl készitett HPLC kromatogram a 4. dbran lathato.

Korabbi eredményeknek megfelelden hadrom faj bizonyult fumonizintermelonek: a 7.

cylindrosporum, a T. geodes ¢s a T. inflatum (Mogensen ¢és mtsi, 2011). A T. extinguens és

T. tundrense fajoknal nem sikeriilt fumonizineket kimutatni. Azonban tovabbi harom faj

(T. lignicola, T. nubicola és T. parasiticum) illetve egy T. cylindrosporum torzs vizsgalata

még folyamatban van.

3. tablazat. Tolypocladium torzsek altal termelt fumonizinek (n/a: nincs adat)

A detektalt fumonizin-izomerek mennyisége (ug/kg)

Fajnév Torzsszam FB, FB, Teljes FB-tartalom
T. cylindrosporum | CBS 614.80 52442.35 14641,18 67083,53
T. cylindrosporum | CBS 719.70 1052,94 1097,06 2150,00
T. cylindrosporum CCF 1450/95 n/a n/a n/a
T. cylindrosporum | CCF 2531094 1 1) 550 4 29264,12 71573.53
T. eylindrosporum | CCF 3237/01 39512,35 16538,82 56051,18
T, extinguens CBS 345.77 ] ] i
T. geodes CBS 721.70 1468,82 487,06 1955,88
T. geodes CCF 2548/93 955765 629.41 10187.06
T. geodes CCF2579/93 12176,47 2013,53 14190,00
T. geodes CCF 3299/03 687,65 80,59 768,24
T. inflatum CBS670.83 | 30814520 | 16463647 47278176
T. inflatum CCE3896/09 | 55715118 | 34692,35 541843,53
T. lignicola CBS 489.83 n/a n/a n/a
T. nubicola CBS 944.72 n/a n/a n/a
T. parasiticum CBS 300.83 n/a n/a n/a
T. tundrense CBS 569.84
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4. abra. T. inflatum CCF 3896/09-es torzs (A) illetve T. cylindrosporum CBS 614.80-as

torzs (B) altal termelt fumonizin-izomerek

Korabbi eredményekkel ellentétben, vizsgalataink soran minden FB,-termeld torzs
FB, mellett FBy4-et is képes volt termelni. A harom faj koziil a 7. inflatum képes

legnagyobb mennyiségben fumonizineket termelni.

4.2. A DNS alapu vizsgalatok eredményei

4.2.1. A FUMI génre tervezett PCR-teszt, és a fumonizintermeld-képesség

A FUMI génre tervezett PCR-reakcio tizenkettd torzs esetében adott pozitiv
eredményt (3. tdblazat), azonban ezek koziil csak tizenegy torzsbdl nyert génszakasz
szekvenciajat sikeriilt meghatarozni (egyik 7. cylindrosporum génszakasza még
meghatarozasra var). A hadrom fumonizintermel6 faj minden izolatuma (tizenegy torzs)
hordozta a FUMI1 gént, tovabba sikeriilt kimutatni ezt a gént 7. tundrense esetében is (3.
tablazat).

A PCR-teszt eredményei jorészt Osszhangban vannak az analitikai vizsgélatok
eredményeivel, kivéve a T. tundrense fajt. Elofordulhat, hogy a 7. tundrense faj val6jaban
fumonizintermeld, mivel a termeléfajok esetén is vannak olyan torzsek, melyek nem

képesek fumonizineket termelni, €s lehetséges, hogy munkank soran egy ilyen torzset
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vizsgaltunk. A fumonizintermeld Fusarium fajok, kivéve a F. proliferatum ¢és F.
verticillioides fajok, esetén is az izolatumok kevesebb, mint fele képes fumonizinek
termelésére (Nelson €s mtsi, 1992). Az sem zarhato ki, hogy az altalunk vizsgalt torzs
képes fumonizineket termelni, ugyanis kiilonb6z6 fajok nem azonos koriilmények hatdsara
termelnek toxinokat (Frisvad és mtsi, 2007). Végiil az is lehetséges, hogy a T. tundrense faj
egyaltalan nem képes fumonizinek termelésre, annak ellenére, hogy genomjaban
megtalalhatdo a FUMI1 gén altalunk vizsgalt szakasza. A PCR-teszt eredménye nem jelenti,
hogy ez egy mukodoképes gén, lehetséges, hogy csak pszeudogén vagy géntéredék. A
mikodoképes FUMI gén jelenléte Onmagaban még szintén nem elégséges a
fumonizintermeléshez, ugyanis csak a kezddlépést katalizalja a hosszi bioszintézislancban.
Annak eldontésére, hogy a fentiek koziil melyik feltételezés a helyes, tovabbi vizsgalatokra
van sziikség tobb 7. tundrense térzs bevonasaval, illetve kiilonb6z6 koriilmények kozott is

meg kell vizsgalni a termelOképességet.

4. tablazat. A torzsek fumonizintermeld-képessége és a FUMI1 génre tervezett PCR-

tesztek eredménye (n/a: nincs adat)

Fajnév Torzsszam Fumonizintermelés FUM1
T. cylindrosporum CBS 614.80 Van +
T. cylindrosporum CBS 719.70 Van +
T. cylindrosporum CCF 1450/95 n/a +
T. cylindrosporum CCF 2531/94 Van +
T. cylindrosporum CCF 3237/01 Van +
T. extinguens CBS 345.77 Nincs }
T. geodes CBS 721.70 Van +
T. geodes CCF 2548/93 Van +
T. geodes CCF 2579/93 Van +
T. geodes CCF 3299/03 Van +
T. inflatum CBS 670.83 Van +
T. inflatum CCF 3896/09 Van +
T. lignicola CBS 489.83 n/a }
T. nubicola CBS 944.72 n/a }
T. parasiticum CBS 300.83 n/a :
T. tundrense CBS 569.84 Nincs +
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4.2.2. AFUMI gén filogenetikai vizsgalata

Jelenlegi munkank soréan tizenegy Tolypocladium torzsbol sikeresen meghataroztuk a
FUMI1 gén egy szakaszat, melyeket PCR segitségével nyertiink. Ezek mellett tizennégy
Aspergillus awamori, tizendt A. niger, harom Fusarium proliferatum illetve négy F.
verticillioides t6rzsbdl is izolaltuk és megszekvenaltuk a vizsgalt génszakaszt.

A rendelkezésiinkre 4ll6 FUMI-szekvenciak alapjan felallitott torzsfan (5. 4bra)
mind a harom nemzetség jol elkiiloniilt egymastdl. Ezen a fdn a Fusarium fajok jol
elkiiloniilnek egymadstol, azonban ez nem volt elmondhatd az Aspergillus izomatumokrol.
A Tolypocladium fajok koziil a Tolypocladium geodes torzsek €s a tobbi Tolypocladium
torzs is hatarozottan elvalnak. A T. inflatum torzsek is elkiiloniilnek a 7. cylindrosporum
illetve a T. tundrense torzsektdl, de ennek csupan alacsony tamogatottsaga volt (47%
bootstrap, 5. abra).

Amennyiben a Tolypocladium fajokbdl nyert szekvencidkat illetve kiilcsoportként
egy F. verticillioides szekvenciajat hasznaltuk fel torzsfa szamitasdhoz (6. abra), csak a T.
geodes torzsek kiilontiltek el a tobbi Tolypocladium fajtol. Azonban a T. tundrense és a T.

cylindrosprum fajok csoportja mindkét fAn monofiletikus.
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5. abra. A FUM1 génszakasz alapjan felallitott filogenetikai fa
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6. abra. A Tolypocladium torzsek FUM1 génszakasza alapjan feléllitott filogenetikai faja

4.2.3. Az ITS-régio filogenetikai vizsgalata

Az ITS-régiora tervezett PCR-reakci6 mind a tizenhat tdorzs esetében pozitiv
eredményt adott, ¢és minden torzsb6l nyert DNS-szakasz szekvenciajat sikertilt
meghatarozni.

Az ITS-szekvenciak alapjan felallitott torzsfan (7. dbra) egymastol jol elkiiloniilnek a
kiilonb6zé Tolypocladium fajok, kivétel a T. tundrense, amely a T. cylindrosporum
izolatumokkal azonos kladba kertilt. A T. extinguens latvanyosan elkiiloniil a tobbi fajtol.
Ez az eredmény megfelel a korabbi rRNS génszakasz felhasznalasaval végzett
kutatdsoknak, melyek szintén ugy talaltdk, hogy a T. extinguens tilsdgosan nagy eltérést

mutat a tobbi Tolypocladium tajhoz képest (Rakotonirainy és mtsi, 1991).
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7. abra. A Tolypocladium torzsek ITS-szekvencia adatai alapjan felallitott filogenetikai

faja

A T. parasiticum illetve a T. lignicola is hatarozottan elkiiloniilt a tobbi fajtol, ez az
eredmény szintén megfelel kordbbi kutatasi eredményeknek. Stensrud és munkatarsai
(2005) is ugy talaltak, hogy a T. parasiticum 1TS-régidja nagyban eltér a tobbi altaluk
vizsgalt Tolypocladium faj (T. cylindrosporum, T. geodes, T. inflatum, T. nubicola és T.
tundrense) 1TS-régidjatol. Egy madsik cikkben javasoltdk, hogy a 7. parasiticum-ot
nevezze¢k at Pochonia parasitica névre (Sung €s mtsi, 2007). Ezen eredmények alapjan

érdemes a T. lignicola filogenetikai hovatartozasat is mélyebben tanulmanyozni.
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5. Osszefoglalas

Az altalunk vizsgalt tizenhat Tolypocladium torzs koziil tizenkettonek megvizsgéltuk
HPLC-MS technikdval a fumonizintermeld-képességét. A vizsgalt 6t faj koziil harom
bizonyult termeldnek: 7. cylindrosporum, T. geodes €s T. inflatum. A harom termel6faj
kozil a T. inflatum képes legnagyobb mennyiségben fumonizeneket termelni. Ez az
eredmény megfelel a korabbi kutatasok eredményeinek (Mogensen és mtsi, 2011). Az
altalunk mért 7. inflatum torzsek Aaltal termelt teljes fumonizin mennyiségek (118,44
pg/em’ és 135,74 pg/em?) joval meghaladtik az emlitett kutatds soran mért maximalis
termelést (30 pg/cm?), ami valdsziniileg a hosszabb (14 napos) tenyésztési idének tudhato
be. Az altalunk vizsgalt fumonizintermeld torzsek mindegyike képes volt mind FB,, mind
FB, termelésére. Mig az emlitett kutatasban tobb 7. geodes torzs esetében csak FB,-t
mutattak ki.

A FUMI1 génre tervezett PCR vizsgalatok ¢és a torzsek fumonizintermeld-
képességének dsszevetése alapjan elmondhatjuk, hogy pozitiv PCR teszt nem jelenti, hogy
az adott torzs képes fumonizineket termelni, de az Osszes vizsgalt termel6faj Osszes
vizsgalt torzse pozitiv eredményt adott a PCR tesztre. Az altalunk vizsgalt Aspergillus
torzsek mindegyikébdl sikeriilt kimutatnunk a FUMI gént, még a nem termel0kbdl is.
Ezek alapjan a FUM1 génre tervezett PCR teszt nem alkalmas a térzsek fumonizintermeld-
képességének eldrejelzésére. Azonban, mivel a termeldfajok minden térzse, még a nem
termeldk is, pozitiv eredményt ad, ezért alkalmas lehet potencidlisan fumonizintermeld
fajok azonositasara. Az ilyen modon azonositott fajok termel6képességét viszont analitikai
vizsgalatoknak is ala kell tAmasztani.

A munkank soran a 7. tundrense esetében is sikeriilt kimutatni a FUMI gén
jelenlétét, azonban fumonizintermeld-képességet nem sikeriilt igazolnunk. Tovabbi
vizsgalatokat terveziink tovabbi 7. tundrense torzsek bevondsaval, hogy kizarjuk azt az
eshetdséget, hogy egy termeldfaj nem termeld torzsét vizsgaltuk meg.

A FUMI génszakaszanak szekvencidja alapjan csak a 7. geodes-t lehetett
egyértelmiien elkiiloniteni a nemzetség tobbi fajtdl. Lehetséges, hogy a tobbi
Tolypocladium faj esetében a FUMI génre egyensulyozo szelekcid (balancing selection)
hat, mely még fajok kozott is képes fenntartani a gének polimorfizmusat. Fusarium

graminearum esetében a trichotecének bioszintézisében szerepet jatszo génklaszter
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esetében bizonyitottak mar, hogy a gének polimorfizmusat egyensulyozé szelekcio tartja
fent (Ward és mtsi, 2002).

A FUMI gén és az ITS-régid szekvenciaadatai alapjan felallitott torzstdk nem
mutatnak teljes egyezést, azonban a 7. geodes faj mindketton jol elkiiloniil a tobbi fajtol és
a T. cylindrosporum ¢és a T. tundrense mindegyiken monofiletikus kladot alkotot. Korabbi
tanulmanyok ¢€s a jelenlegi ITS-szekvencia adatok alapjan kérdéses, hogy a T. extinguens,
T. parasiticum valamint 7. lignicola fajok valdoban a Tolypocladium nemzetségbe
tartoznak-e. Ezzel egybevag az a tény is, hogy az emlitett fajokbol nem sikeriilt kimutatni a
FUMI1 gént, mig a tobbi Tolypocladium fajbdl, a T. nubicola kivételével, sikertilt.

Az altalunk vizsgalt Tolypocladium fajok filogenetikai viszonyainak tisztdzadsanak
érdekében a transzlacios elongécios faktor alfa (TEFa) szekvencidjanak vizsgalata jelenleg

folyamatban van.
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8. Fliiggelék

A fumonizin tartalom HPLC-MS mddszerrel lett meghatarozva. A késziilék az
lathatéak. Azonban a fumonizinek mennyiségét nem térfogatra, hanem tomegre
vonatkoztatva szokds megadni, ugyanis a hatarértékek is pg/kg-ban vannak meghatarozva.
Ezért a toxin szintet a dolgozatban ennek megfelelden pg/kg-ban adtuk meg.

Minden torzs esetén hat darab agardugot, melyek egylittes tomeg 1,7 g volt, vagtunk
ki, majd 10 ml metanol viz (3:1) eleggyel végeztiik a kivonast.

Szamitasmenete: Y = X - 10 ml / 1,7 g [X = fumonizin izomer mennyisége (ng/ml),

Y = fumonizin izomer mennyisége (ng/g); 1 ng/g =1 pg/kg]

5. Tablazat. HPLC-MS altal mért fumonizin-izomerek tomegkoncentracioi

Fajnév Térzsszam A detektalt fumonizin-izomerek mennyisége (ng/ml)
FB, FB4
T. cylindrosporum CBS 614.80 8915,20 248900
T. cylindrosporum CBS 719.70 179,00 186,50
T. cylindrosporum CCF 1450/95 n/a n/a
T. cylindrosporum CCF 2531/94 7192,60 4974,90
T. eylindrosporum | CCF 3237/01 6717,10 2811,60
T. extinguens CBS 345.77 - -
T. geodes CBS 721.70 249,70 82,80
T. geodes CCF2548/93 1624,80 107,00
T. geodes CCF 2579/93 2070,00 342,30
T. geodes CCF 3299/03 116,90 13,70
T. inflatum CBS 670.83 52384,70 2798820
T. inflatum CCF 3896/09 86215,70 5897,70
T. lignicola CBS 489.83 n/a n/a
T. nubicola CBS 944.72 n/a n/a
T. parasiticum CBS 300.83 n/a n/a
T. tundrense CBS 569.84 - }

37




Mogensen ¢s munkatarsai (2011) cikkiikben a Tolypocladium fajok altal termelt
fumonizin-izomerek mennyiségét pg/cm’-ben adtdk meg, ezért az Osszevethetdség
érdekében az eredményeinket ebbe a formaba is atszamitottuk (6. tablazat).

Szamitasmenete: Y = X - 10 ml / (r* - 6 - m) [X = fumonizin izomer mennyisége

ng/ml), Y = fumonizin izomer mennyisége (ng/cm?), r = az agardug6 sugara (0,6 cm); 1
g

ng/cm” = 0,001 pg/cm’]

6. Tablazat. HPLC-MS Aaltal mért fumonizin-izomerek mennyisége

Fajnév Térzsszam A detektalt fumonizin-izomerek mennyisége (pg/cm’)
FB, FB,4
T. cylindrosporum | CBS 614.80 13,14 3,67
T. eylindrosporum | CBS 719.70 0,26 0,27
T. cylindrosporum CCF 1450/95 n/a n/a
T. eylindrosporum | CCF 2531/94 10,60 7,33
T. eylindrosporum | CCF 3237/01 9,90 4,14
T. extinguens CBS 345.77 - -
T. geodes CBS 721.70 037 0,12
T. geodes CCF 2548/93 2.39 0,16
T. geodes CCF 2579/93 3,05 0,50
T. geodes CCF 3299/03 017 0,02
T. inflatum CBS 670.83 77,20 41,25
T. inflatum CCF 3896/09 127,05 8,69
T. lignicola CBS 489.83 n/a n/a
T nubicola CBS 944.72 n/a n/a
T. parasiticum CBS 300.83 n/a n/a
T. tundrense CBS 569.84 - ]
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9. "Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasardl a palyamiiben

leirt eredményekhez"

Alulirott Brankovics Balazs a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:
- genomi DNS-kivonast,
- PCR-reakcidkat,
- fumonizin-kivonast,
- a szekvenciaadatok in silico feldolgozasat

végeztem el.

alairas

Szeged, 2012. december 30.
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