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Absztrakt

A mikotoxinok gombak altal termelt masodlagos anyagcseretermékek, amelyek bekeriilve az
¢lelmiszerekbe vagy takarmanyokba komoly egészségiigyi és gazdasagi kockazatot jelentenek.
Kutatasunk célja az volt, hogy megtudjuk, milyen hatdsa van a trichotecének kozé tartozd T-2
toxinnak a fehér csiperke (Agaricus bisporus) termesztésére. Vizsgaltuk, hogy a kezelés hogyan
befolyésolja a terméshozamot, hogy a toxin bekeriil-e a termétestbe, valamint, hogy a toxin
stabilan jelen van-e a termesztés soran, vagy elbomlik. Az altalam is végzett vizsgalatok soran
Osszehasonlitottuk a kezelt és kezeletlen mintak baktérium- és gombakdzosségét DNS és RNS
szinten 16S rRNS gén, illetve ITS régio alapjan. Masrészt megvizsgaltuk a mintakban talalhaté
lignocelluldz-bontd enzimek aktivitasat is. Kiilonbségeket kerestiink a kezelt és kontroll mintak
kozott, valamint a termesztési fazisok kozott is. A toxin nem befolyésolta szignifikdnsan a
terméshozamot, valamint a termdtestbe sem keriilt bele egészségiligyi hatarérték feletti
mennyiség a toxinbol. A komposzt bakteridlis kozosségérdl elmondhatd, hogy a kozdsség
Osszetételében sokkal nagyobb eltérés van a kiindulasi szakasz és az I. terméshullam kozott,
mint a toxinnal kezelt és a kezeletlen mintak ko6zott. Hasonld trendet figyeltiink meg az
enzimaktivitasok 6sszehasonlitdsa soran is. Dolgozatomban koriiljarom, hogy mi lehet az oka,

hogy latszdlag nincs nyilvanvald toxinhatas.



Bevezetés

A mikotoxinok komoly human ¢és allategészségiigyi kockazatot jelentenek vilagszerte. Ennek
oka, hogy konnyedén belekeriilhetnek az élelmiszerek, illetve takarmanyok alapanyagaiba, és
rendkiviil stabil szerkezetiiknek hala a feldolgozas soran sem bomlanak el és a késztermékben
is valtozatlanul jelen vannak. Nagy doézisban fogyasztva ugyan okozhatnak akut mérgezést,
azonban elsdsorban hosszutavu kitettség esetén fejtik ki karos hatasukat a kiilonb6z6 szervekre,
szervrendszerekre. A mikotoxinok nem alkotnak egy egységes csoportot, tobb szaz molekula
tartozik ide, amelyek valtozatos szerkezettel rendelkeznek, igy é€lettani hatdsaik is eltérok. A
szakirodalom alapvetéen hat nagy csoportot kiilonbdztet meg: aflatoxinok, trichotecének,

zearalenon, fumonizinek, ochratoxinok, és patulin (Alshannaq & Yu, 2017).

A mikotoxinok gombak masodlagos anyagcseretermékei. A legtobb gondot az Aspergillus, a
Fusarium ¢és a Penicillium nemzetségek okozzak, innen keriil ki a legtobb toxintermeld faj.
Fontos megjegyezni, hogy egy faj akar tobbféle toxin eldallitasara is képes, azonban ezeknek a
termelése csak bizonyos kornyezeti, 6kologiai hatasokra kovetkezik be. A Fusarium fajok,
amik a fumonizineket, a zearalenont és a trichotecéneket, koztik a T-2 toxint termelik,
elsésorban gabonafélék €16 szoveteit kolonizaljak a szantofoldon. Az Aspergillus és Penicillium
nemzetség tagjai pedig inkabb a helytelen tarolas kovetkeztében fert6zi meg az €élelmiszert és

a takarmanyt (Alshannag & Yu, 2017).

A kutatasunk soran azt vizsgaltuk, hogy milyen kovetkezményei lehetnek, ha mikotoxin
keriilne a gombak termesztokozegébe. A csiperke (Agaricus bisporus) termesztéséhez hasznalt
komposzt hazankban nagyrészt buzaszalmabdl késziil, amely fert6zott lehet Fusarium fajokkal,
illetve a hozzaadott 16- és csirketrdgya nem csak a csiperkének biztosit nitrogénforrast, hanem
a helytelen tarolas soran esetlegesen bekeriilé Aspergillus és Penicillium fajoknak is kedvezhet.
Tovabba a mikotoxinok gyakran koncentralodnak az élelmiszerek gyartasa soran indirekt
modon keletkezd melléktermékekbe (Pinotti et al., 2016). Ilyen ndvényi hulladékokat pedig
vilagszerte alkalmaznak a laskagomba (Pleurotus ostreatus) termesztésére. Ezek alapjan
elmondhat6, hogy a mikotoxinok jelenléte a gombatermesztésre is kockazatot jelenthet,

azonban ennek a kockéazatnak a mértékérdl jelenleg nincs elegendd informacionk.



Célkituzések

A Kkisérletlink sordn a trichotecének koz¢ tartozo T-2 toxint juttattunk mesterségesen csiperke
(Agaricus bisporus) és laskagomba (Pleurotus ostreatus) termesztékozegbe. A f6 kérdéseink a
kovetkezOk voltak: hogyan befolyasolta a toxinos kezelés a terméshozamot? Bekertilt-e a toxin
a termotestbe, ezaltal jelent-e ¢élelmiszerbiztonsagi kockazatot a fogyasztokra nézve?
Altalanossagban mi lett a toxin sorsa a komposztban, stabilan jelen volt-e a termesztés soran,
vagy elbomlott? Hogy az utobbi hatterében allo folyamatokba mélyebb betekintést nyerjiink,
megvizsgaltuk, hogy a gombdk lignocelluloz-bontdé enzimeinek aktivitadsdban okozott-e
valtozast a toxin. Tovabba 0sszehasonlitottuk a termesztOkdzegek mikrobialis kozdsségét DNS
és RNS szinten 16S rRNS gén, illetve ITS régio6 alapjan. A dolgozatomban a csiperkegombaval
(Agaricus bisporus) kapcsolatos eredményeinket szeretném bemutatni. Ezen belill az
enzimaktivitds mérésekre ¢€s a nukleinsav alapu munkakra fektetném a hangsulyt, mivel

ezeknek az elvégzésében vettem részt.



Anyagok és modszerek

Toxin-kezelés és mintavétel

A csiperketermesztés komposzton torténik. A komposzt buzaszalma (40-50%), 16tragya (20-
25%), csirketragya (10-15%) és gipsz (5-10%) keverékébdl all. Az elsd fazis soran dsszekeverik
az alapanyagokat és rendszeres atforgatas mellett komposztaljak. A masodik fazisban torténik
a hokezelés, majd kondicionalas. Ezt koveti a gombacsiraval, azaz micéliummal bevont
gabonaszemekkel valod beoltds és a komposzt atszovetése. Ezt az atszovetett komposztot
nevezziik harmadik fazisut komposztnak (Kabel et al., 2017). Ez a kész, harmadik fazisa

komposzt keriil a termesztokhoz, és ezt hasznaltuk fel a kisérletiinkben is.

A toxin termeltetéséhez a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem (MATE), Akvakultura és
Kornyezetbiztonsagi Intézet szakemberei rizsszemeket szovettek at egy toxintermelé Fusarium
sporotrichioides torzzsel, ami az alkalmazott koriilmények kozott T2-toxint és HT2-toxint is
termelt. A toxinos rizst autoklavban sterilizaltak és dardlassal homogenizaltdk. A kisérletiink
soran harmadik fazist fehér csiperke komposzthoz adtuk ezt a keveréket. Az ilyen modon kezelt
zsakokban a bemérési koncentracioknak megfeleléen 10920 pg/kg T2-toxin és 2420 ug/kg
HT2-toxin volt.

A toxinnal kezelt (T jeloléssel) és a kontroll (K jel6léssel) komposztbol is 12-12 parhuzamos
zsak kertilt elhelyezésre a termesztd helyiségen beliil harmas egységekben. A homérseklet, a
paratartalom és a levegd CO2 koncentracidja a normal protokoll szerint volt beallitva a

termesztés soran.

A terméshozamok Osszehasonlitasdhoz, a termdtestek toxintartalménak vizsgalatara a
parhuzamosokbol 9 zsak lett dsszesen felhasznalva kezelésenként. Az enzimméréshez és a
mikrobialis k6zosség Osszetételének elemzéséhez ezek koziil 3-3 parhuzamos zsakbol vettiink
mintat a termesztés kiilonb6z6é szakaszaiban (ami nem keverendd Ossze a komposztkészités
fazisaival). Vettiink mintat a bekevert, kiindulasi szakaszbol (0-as jeloléssel), az 1.
terméshullam soran (1-es jeloléssel) €s a II. terméshullam soran (2-es jeloléssel); azonban ez
utobbi esetén a terméshozam és a toxinkoncentracié is olyan alacsony volt, hogy csak a
kiindulasi szakaszra és az [. terméshulldmra fokuszaltunk inkabb. A toxin sorsanak

nyomonkovetésére a maradék 3-3 zsékot hasznaltak fel.



NEV |KEZELES| SZAKASZ

FK10D kontroll kiindulasi D
FK30D kontroll kiindulasi D
FK50D kontroll kiindulasi D
FK30R kontroll kiindulasi R
FK50R kontroll kiindulasi R
FT10D toxinos kiindulasi D
FT30D toxinos kiindulasi D
FT50D toxinos kiindulasi D
FT10R toxinos kiindulasi R
FT30R toxinos kiindulasi R
FT50R toxinos kiindulasi R
FK11D kontroll I. terméshullam D
FK31D kontroll I. terméshullam D
FK51D kontroll I. terméshullam D
FK11R kontroll I. terméshullam R
FK31R kontroll I. terméshullam R
FK51R kontroll I. terméshullam R
FT31D toxinos I. terméshullam D
FT51D toxinos I. terméshullam D
FT31R toxinos I. terméshullam R
FT51R toxinos I. terméshullam R

1. tablazat: az altalunk vett mintadk nevei és a roviditések feloldasa. Az 1, 3, 5-0s szamok

a parhuzamosokat jelolik

A terméshozamok osszehasonlitasa, a termétestek toxintartalmanak vizsgalata és a toxin

sorsanak nyomonkdvetése

A kezelt és kezeletlen komposzt terméshozamat az els6 terméshulldm soran lesziiretelt
termdtestek Ossztomege alapjan hasonlitottdk 0ssze a MATE, Kertészettudomanyi Intézet
szakemberei. A T2-toxinnak és bomlastermékeinek a koncentraciojat a MATE,
Elelmiszertudoményi és Technoldgiai Intézet szakemberei mérték meg a termétestben, tovabba

a komposztbol vett mintakban is.

Enzimaktivitas-mérés

A fehér csiperke (Agaricus bisporus) szaprotrof gomba, elhalt névényi részekbdl szerzi a
szamara sziikséges tapanyagokat. Ezeknek - a termesztokdzeget is alkotd — ndvényi

szoveteknek jelentds részét teszik ki a kiilonféle sejtfalstrukturdk. A ndvényi sejtfal foképp



cellul6zbol, hemicellulozbol (pl. xilan) és ligninbdl all. Ezeket a poliszacharidokat elsésorban
extracellularis enzimek bontjak le (Kabel et al., 2017). Mivel ezek az enzimek sejten kiviil is
stabilak, hiszen ezt koveteli meg a funkcidjuk, viszonylag konnyedén ki tudtuk éket vonni a
mintakbol: 2 oran at razattunk 3 g mintat 48 ml foszfat-pufferben (50 mM, pH=7) 10 °C-on,
majd ezt a kivonatot hasznaltuk fel a mérésekhez. Az enzimaktivitas vizsgalatokat kiilonb6zo
spektrofotométer (Sunrise, Tecan, microplate reader) segitségével hataroztuk meg. A méréseket
(Banfi et al., 2015) leirasa alapjan végeztik. Osszesen 8 enzimmel foglalkoztunk:
endoglukanaz, endoxilanaz, B-gliikkozidaz, cellobioz-hidrolaz, xilozidaz, exokitinaz és mangan-
peroxidaz. A celluldz lebontdsa soran az endoglukanaz 1-4 gliikozidos kotéseket hidrolizal
véletlenszeriien a polimeren beliil. Az igy 1étrejott rovidebb lancok hozzaférhetévé valnak a
cellobidz-hidrolaz szamara, amely cellobidz egységeket hasit le a lancok végérél, illetve a B-
glilkkoziddz szamdra, ami pedig gliikoz egységeket hasit le, szintén a lancok végérdl. A
hemicellul6z bontdsdban az endoxilandz vesz részt az 1-4 kotések hidrolizéldsaval a xilan
lancon beliil. Az igy keletkezett rovidebb lancok végérdl a xilozidaz hasit le xiloz egységeket.
A lignin aromds Osszetevoinek eloxidalasat tobbek kozott a mangan-peroxiddz katalizélja.
Mindezek mellett egy kitin-bonté enzim — exokitinaz, masnéven N-acetil-gliikozaminidaz —

aktivitasat is mértik.

Az endoglukanaz és az endoxilanaz aktivitasanak mérése Azo festékkel jelolt karboxi-metil-
celluléz és xilan kromogén szubsztratok segitségével tortént. Az inkubéacid (2 h, 40 °C) utan
precipitald oldattal (pH 5.0; 470 mM Na-acetat, 100 mM cink-acetat, etanolban feloldva) lett
megallitva a reakcid, majd egy centrifugélast (10 min, 10000 g) kovetéen 595 nm-en mértiink

abszorbanciat.

A B-gliikkozidaz, a cellobidz-hidrolaz, a xilozidaz, és az exokitinaz enzimekhez p-nitrofenil —
gliikozid/cellobiozid/xilozid/N-acetil-gliikozaminid szubsztratokat hasznaltunk. A reakciot
NaCOs (0,5M) hozzaadasaval allitottuk le par perc, illetve 2 ora inkubacio (40 °C) utan. Az
abszorbanciat 405 nm-en mértilk. A hosszi és a rovid inkubdcié méréseinek kiilonbségét

hasznaltuk fel a szamolasainkhoz.

A mangan-peroxidaz aktivitasat DMAB (3,3-dimetilaminobenzoesav), és MBTH (3-metil-2-
benzothiazolinon-hidrazon) oxidacidjaval mértiik. Az eredményeket korrigaltuk mangant nem
tartalmazo6 reakciooldatra kapott aktivitds levonasaval. A méréskor egy gorbét vettiink fel: 3

percen keresztiil 30 masodpercenként mértiink abszorbanciat 590 nm-en.



Tudjuk Valaskova és Baldrian, 2006-os cikke alapjan, hogy a mintak lefagyasztiasa, majd
késobbi felolvasztasa befolyasolja az enzimeket: dltalaban csokken a mérhetd enzimaktivitas.
Hogy ezt a problémat kikiiszoboljik, osszeallitottunk egy mérést, amely soran megfigyeltiik,
hogyan valtozik az enzimaktivitds a fagyasztads hatdsara. A mintdk nagylizemi
gombatermesztésbol  szarmaztak. 3-3  parhuzamos mintat vettlink III.  fazisu
csiperkekomposztbol (kiindulasi szakasz), majd az 1. terméshullam és II. terméshullam alatt is.
Még a mintavétel napjan elvégeztik az enzimaktivitds méréseket, majd a mintdkat
lefagyasztottuk. 4 hénap és 20 nap -80 °C -on val6 tarolas utan Gjra lemértiik az enzimaktivitast.
A fagyasztott mintak értékeit az eredeti értékek filiggvényében dabrazolva csokkenést
tapasztaltunk. Ezt figyelembe véve az adatpontokra illesztett egyenesek meredekségeivel

korrigaltuk a kisérlet soran mért adatainkat.

Az adatainkro6l fékomponens-elemzést a Past 4.07b verzid (Hammer, 1999-2021.) segitségével

végeztlink.

Mikrobialis kozosségek dsszetételének vizsgalata

Kivancsiak voltunk, hogyan hatott a toxin-kezelés a komposztban ¢l6 baktériumokra,
mikrogombdkra és archedkra, ezért megvizsgdltuk a mintdk mikrobidlis kozdsségének
osszetételét DNS és RNS szinten. Ugy gondoljuk, hogy a DNS informaciét ad a jelenlévd fajok,
nemzetségek diverzitasarol, azonban nem tesz kiilonbséget az aktiv és dormans sejtek kozott.
Ezzel szemben a riboszomalis RNS nagyobb mennyiségben kell, hogy jelen legyen a

transzkripcionalisan aktiv, intenziv metabolizmust folytato sejtek esetén.

A PowerSoil® Total RNA Isolation Kit-et hasznaltuk az 6ssz-nukleinsav kivonashoz a
mintainkbol. Az ehhez tartozé protokoll gyongyos sejtfeltarast és egy fenol-kloroform-izoamil
alkohol elegyet hasznalo fazisszétvalasztast tartalmaz a maximalis hatékonysag érdekében.
Szamos tisztitasi 1épést kovetden végiil egy szilika-oszloprol torténd eliicidval nyerjiik ki az
RNS-t. Ennél a 1épésnél keriil képbe a PowerSoil® DNA Elution Accessory Kit, amelynek
segitségével az oszlophoz kotdtt DNS is lemoshato elkiilonitve. Kiilondsen fontosnak tartjuk,
hogy az RNS és DNS kivonas is a mintdknak ugyanabbdl az 1 grammjabol tortént, hiszen
barmennyire is torekedtiink a reprezentativ mintavételre, a gombatermesztd komposzt
valojdban egy nagyon heterogén kozeg, €s csak igy lesz Osszehasonlithatd egymadssal a

mikrobialis 0sszetétel RNS és DNS szinten.



Mivel a DNS-t és az RNS-t kiilon-kiilon akartuk vizsgalni, az RNS mintakat DNazzal kezeltiik,
hogy ne maradjon az oldatban DNS, hiszen az elucio soran nem valtak el tokéletesen egymastol.
A kezelés utan ellenérz6 PCR-t végeztiink, hogy valéban nem maradt-e felszaporithatd
mennyiségii DNS a mintaban. Megfelel6 tisztasag esetén az RNS-t atirtuk cDNS-sé a Thermo
Scientific RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesys Kitje segitségével. A reverz
transzkripciot is PCR-rel ellendriztiik, hogy valdban sikeres volt-e az atiras, azaz kaptunk-e
PCR-terméket. A szekvenalni kivant génszakaszok amplifikacidja a DNS és a cDNS esetén is
PCR-rel tortént. Hogy csokkentsiik a reakcio esetleges torzito hatasat az aranyokra nézve, 3-3
parhuzamosat készitettiink Bacteria, Arhaca és Fungi primerekkel. Ezek a primerek a 16S rRNS
marker gén egy részét szaporitjak fel Bacteria és Archaea esetén, mig a Fungi primerek a 5,8S
¢s 28S rRNS gén kozotti ITS2 régiot. A PCR soran Phusion Hot Start II DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific) enzimmel végeztiikk az amplifikdciot. Bacteria esetén B341F és
805R primer szettet, Archaea esetén A519F és A855R primereket (Klindworth et al., 2013),
mig a Fungihoz ITS3_KYO2 (Toju et al., 2012) és ITS4 (White et al., 1990) primereket
hasznaltunk. A kész PCR-termékeket elkiildtiik Talajbiom kutatd transzdiszciplinaris

kivalosagi kozpontba (Martonvasar), ahol az Illumina MiSeq szekvenalast végezték.

A molekularis munkak adatainak feldolgozasa, elemzése

A szekvencidkat a Seed szoftver v2.1.1-es verzidjaval dolgoztuk fel (Vetrovsky et al., 2018).
A feldolgozds menete a kovetkezd 1épésekbdl allt: 1.) A forward és reverse szekvenciak
illesztés majd a szekvenciak mindségi sziirése. 2.) A szingleton szekvenciak eltavolitasa 3.)
Gombak esetén az ITS2 régio kivagasa a hosszabb szekvenciabol (ITS-extrakcio) 4.) A 97%,
vagy annal nagyobb hasonlosaggal rendelkez6 szekvenciak OTU-kba (Operational Taxonomic
Unit) csoportositasa és a kimérak eltavolitasa a vsearch v2.15.0 hasznalataval; 5.) Az OTU-
reprezentans szekvencidk azonositdsa BLASTn v.2.5.0 segitségével az ARB-SILVA v138
(Bacteria esetén) adatbazist, illetve a UNITE v8.2 (gombak esetén) adatbazist felhasznalva. 6.)

Az OTU-tablazat elkészitése és a diverzitasi indexek kiszamolasa.

Hogy a statisztikai elemzésekhez minden minta ugyanannyi szekvenciat tartalmazzon a
Bacteria szekvencidkbol egy almintat készitettiink a legkisebb szekvenciaszdmi mintdhoz
igazodva és ezzel dolgoztunk tovabb. A Fungi esetén erre nem volt sziikség, mivel nem

végeztlink olyan elemzést, ami ezt megkivanta volna

A baktérium kozosségek filogenetikai 6sszetételét az R szoftver ampvis2 csomagja segitségével

jelenitettiilk meg (R Core Team, 2021, Andersen et al., 2018).
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Az NMDS elemzést (Non-metric multidimensional scaling) a Past 4.07b verzi6 (Hammer,
1999-2021.) segitségével végeztiink.

Eredmények és megvitatasuk

A terméshozamok osszehasonlitasa, a termdétestek toxintartalmanak vizsgalata és a toxin

sorsanak nyomonkdvetése

A lesziiretelt termétestek Ossztomege kis szorassal, atlagosan 2650-2750 g kozott volt a
toxinnal kezelt és a kezeletlen mintakban is. Ez alapjan kijelenthetd, hogy a toxinos kezelés
egyaltalan nem befolydsolta a terméshozamot. Emellett a terméshullamok lefutasa sem tért el a

toxinnal kezelt és a kontroll mintakban, ez jol lathato az 1. dbran.

Csiperke terméshullamok lefutasa
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

—  kezelt - kontroll

1. ébra: a naponta lesziiretelt termétestek tomege (Gedsel Andras abraja)

A toxintartalom a termdtestben minimalis volt. A T2-toxint gyakorlatilag nem lehetett
kimutatni. A HT2-toxin koncentracidja pedig 10-20 ng/g koriil mozgott, nedves tomegre
vonatkoztatva, ami joval a megengedett hatarérték alatt van. Gabona késztermékekre 25-200

ug/kg-os hatarértékek vannak megszabva (Nébih, 2021.)

A komposzt toxintartalmat a termesztés soran 3 mintavétellel kovették nyomon. Az elsd a
bekeverés utan kozvetleniil, a mésodik a 14. napon, a harmadik a 28. napon tortént, a

terméshullamoknak megfelelden. A mérések azt mutatjak, hogy a T2-toxin koncentracidja mar
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a kiindulasi mintaban kevesebb volt a bemérési koncentracional. Erdekes médon a HT2-toxin
koncentracioja megemelkedett a bemérési koncentracidohoz képest. Ez dsszefiiggésben allhat, a
T2 hirtelen csokkenésével, hiszen a HT2 a T2 bomlasterméke. Mindkét toxin mennyisége a
kiindulasi szakaszt kovetéen gyors iitemben csokkent, a masodik terméshullamra T2
gyakorlatilag nem volt kimutathat6 a rendszerbdl és HT?2 is csak kis koncentracioban. A toxinok
tovabbi bomlastermékei, a T2-triol és a T2-tetraol mar a kiindulasi mintaban is jelen voltak,
majd ezek mennyisége is hamar lecsokkent. Ez az eredmény nagyon kiilonos, figyelembe véve,
hogy az irodalom alapjan a T2-toxin és a HT2-toxin is — a tobbi mikotoxinhoz hasonléan — igen
ellenall6 molekuldkként van szamontartva. Alapvetden ez a stabilitds az, ami miatt jelentds
¢lelmiszeripari kockéazatot okoznak, hiszen nem bomlanak el a feldolgozasi folyamatok soran.
Még nem tudjuk pontosan, hogy a kisérletiink soran mi tortént a toxinnal. Elképzelhetd, hogy
részben adszorbealodott a komposztban jelenlévd szerves anyagok felszinén, tovabba, hogy
spontan lebomlott, vagy a kozegben ¢él6 mikroorganizmusok hasznaltak fel. Hogy jobban
megértsiik, hogy mi is tortént, Osszeallitottunk egy kisérletet, mely soran steril és nem steril
komposztot hasonlitottunk Ossze, hogy mi torténik benniik a hozzaadott, bekevert toxinnal,

azonban ennek a kiértékelése még folyamatban van.

H H H H
(@) OH
o OAc o OH
OAc OAC
T-2 HT-2
H H
O OH Holl  oH
)\/IOL
O :‘é :OH HO :I‘%\ :OH
OF 0
T2-trio0l T2-tetraol

2. abra: Varga Emese abraja a T2-toxinr6l és bomlastermékeir6l
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3. abra: A T2-toxin és a HT2-toxin és bomlastermékeik, a T2-triol és a T2-tetraol
koncentracidjanak valtozasa a csiperkekomposztban a termesztés idotartama soran

(Varga Emese abrija).

Enzimaktivitas

Altalanossagban elmondhaté, hogy a mérések alapjan az I. terméshulldm alatt jéval magasabb
volt az enzimaktivitds minden esetben, mint a kiindulasi mintdkban. Az endoglukanaz, az
endoxilanaz, a cellobidz-hidroldz és a xilozidaz esetében a kiindulasi szakaszban mért
enzimaktivitasok értékei — még a fagyasztds miatti csokkenésre korrigalva is — minimalisak
voltak. A B-gliikozidaz és a kitin sejtfal atalakitasaban szerepet jatsz6 N-acetil-gliikozaminidaz,
enzimek szamottevd aktivitast mutattak mar a kiindulasi mintdkban is, am ezek tovabbra is
joval alacsonyabbak voltak az I. hullam értékeinél. A mangan-peroxiddz, az eldbbiekhez
hasonldan, a kiindulasi minték egy részében jelentds aktivitast mutatott, mig egy részében nem
volt mérhetd aktivitasa. Valamilyen szinten itt is elvalaszthaté a termesztés 2 szakasza
egymastol, azonban a parhuzamos mintdk kozotti Oriasi szords miatt nem figyelheté meg
egyértelmii tendencia. A cellul6z és hemicelluloz bonté enzimek aktivitasa ugrasszeriien

megnovekedése szorosan Osszefiigg a termétestek képzésével (Kabel et al., 2017).
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Osszességében elmondhatd, hogy a kiindulasi mintak jol elkiilonitheték az 1. hulldm mintaitol,

azonban nem figyelhetd meg semmilyen szétvalas a toxin kezelés hatasara.

Mn-peroxidaz
d:TS’I
0.57 FT50
i J:T’l'l
v FK51
0.3
< 024
o~
E 0.1 FT10 Endoxilanéz
]
0 0.04 Exokitinaz
p-glikozidaz
-0.1 1 Xilozidaz
Cellobiéz-hidrolaz
02 10 o T3
FK50 Endoglukanaz
e FT30 OCK31
d:K‘I‘]
'04 T T T T T 1
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

PC1(81,9%)

4. ébra: a mintdk enzimaktivitdsai alapjan késziilt fékomponens elemzés. Lathato, hogy
elvalnak a kiindulési szakaszbol (sarga) szarmazd minték az I. terméshulldm (piros)
mintditol. Nem figyelhetd meg ilyen szétvalas a toxinnal kezelt (kitoltott kor) és a
kontroll (lires kor) kozott. A mintdk kddolasahoz lasd az 1. tablazatot

Mikrobialis kozosség osszetétele

Az Gjgeneracios szekvenalas eredményeke alapjan nem sikeriilt felszaporitanunk Archaedkhoz

tartozd6 DNS-t, sem cDNS-t.

Gombak koziil, nem meglepd mddon, a csiperke volt talsulyban. Az ezen feliil jelenlévé OTU-
k (Operational Taxonomic Unit) eloszlasat a 4. abra szemlélteti. A csiperkétdl eltekintve a
kiindulasi mintdkban egy ozmotolerans élesztd, a Debaryomyces hansenii volt dominans,
azonban az I. terméshullamra ennek is jelentésen lecsdokkent a mennyisége. Az alacsony
kopiaszamokbol latszik, hogy a csiperke mellett csak kevés mas gomba tudott megmaradni, és

ez a szam az I. terméshullam alatt jelentdsen még tovabb csokkent.
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5. abra: a komposztban jelenlévd, az Agaricus bisporus szekvenciakon feliili Fungi

OTU-k eloszlasa. A narancssarga jeloli a Debaryomyces hanseniit

A Bacteria doménbdl a 10 legabundansabb OTU-t az 1. tablazat sorolja fel. A kiindulasi szakasz
Osszes szekvenciajanak 40-60%-at Staphylococcus, Glutamibacter ¢és Pseudomonas
nemzetségbe tartozo fajok teszik ki a kontroll és a kezelt mintdkban is. Ezt a koriilbeliil 50%-
os dominanciat az I. terméshullam idejére egyértelmiien atveszi egy, az Alcaligenaceae
csaladba tartoz6 faj. Ebbe a csoportba valtozatos életmddu Gram-negativ, tobbnyire palca alaku
baktériumok tartoznak. Eléfordulnak vizben, talajban és dallati/emberi szervezetben is
(Rosenberg et al., 2014). Gombatermesztésbdl legjobb tudomasunk szerint eddig még nem irtak
le (McGee et al., 2017).

Nemzetség Faj
1. Uncultured Alcaligenaceae
2. Staphylococcus Staphylococcus succinus
3. Glutamicibacter Glutamicibacter arilaitensis
4. Ureibacillus Ureibacillus defluvii
5. Klebsiella uncultured Kluyvera sp.
uncultured Bacteroidetes
6. Sphingobacterium bacterium
7. Pseudomonas Pseudomonas plecoglossicida
8. Uncultured Gemmatimonadota
9. Thermobifida Thermobifida cellulosilytica
10. Thermostaphylospora | Thermostaphylospora grisealba

2. tablazat: a 10 legnagyobb szekvenciaszammal rendelkezd Bacteria OTU
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A mintakat 6sszevetve egymassal, lathatjuk, hogy a kontroll és a toxinnal kezelt mintdk kozott
nincs jelentds kiilonbség. Az azonos mintabol szarmazd DNSek és ¢cDNSek gyakorlatilag
megfeleltethetok egymdésnak. A kiindulasi szakasz és az 1. terméshullam itt is élesen elvalik
egymastol. Ezek az észrevételek jol megfigyelhetok a bakteridlis kozosségrol készitett

hotérképen (6. abra), illetve az éles szétvalas a NMDS elemzésen még szembetiindbb (5. abra).

0.20
015+
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P 1 :l
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6. abra: NMDS elemzés a mintak bakterialis kozosségének Osszetétele alapjan.
Jelmagyarazat: kiindulasi szakasz (z6ld), I. terméshullam (piros), toxinnal kezelt

(kitoltott), kontroll (iires), DNS (kor), RNS (négyzet)

Osszefoglalas

Osszességében elmondhatd, hogy enzimaktivitas és mikrobialis kozdsség szempontjabol is a
kiindulasi mintak (vegetativ szakasz) jol elkiiloniilnek az I. terméshullam mintaitol (reproduktiv
szakasz), azonban a T2-toxinos kezelés kovetkeztében ilyen szétvalas nem tapasztalhatd. Az

eredményeink alapjan Ggy tlinik, hogy a toxinos kezelés nem volt hatassal a csiperkegombara
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sem terméshozam szintjén, sem az enzimaktivitas szintjén. A toxin nem kertlt be szamottevo
mennyiségben a termdtestbe, valamint a termesztokdzegben taldlhatdé mikrobialis kozosségek
Osszetételét sem Dbefolyasolta latszolag. Emellett mind a T2-toxin, mind a HT2-toxin
koncentracidja kiilondsen gyorsan lecsokkent a rendszerben. Ezek az eredmények nagyon
meglepdek, alapvetden nem erre szamitottunk. Az irodalom alapjan a mikotoxinok igen stabil
molekulak, ebben rejlik f6 élelmiszeripari kockazatuk. Ezért kiilonosen érdekes és jelentOs,
hogy egy ilyen nagymértékii toxin-kezelés nem indukalt valtozast a csiperke termesztésben, és
latszolag nem jelent az esetében semmilyen kockazatot. Hogy ennek mi a pontos magyarazata,
azt még nem tudjuk, csak taldlgatni tudunk. Lehetséges, hogy a komposzt specialis
tulajdonsagai miatt, példaul az enyhén savas pH vagy valamilyen jelenlévd vegyiilet
kovetkeztében a toxin kikotddik az Osszetevok felszinére. A bomlastermékek megjelenése
lebontashoz képest. Hogy el tudjuk kiiloniteni a biotikus és abiotikus folyamatokat, tovabbi

kisérleteket allitottunk 6ssze, azonban ezek eredményére még varnunk kell.
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