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1. BEVEZETES

A novények kiilonbozé mikroorganizmusokkal élnek szimbidzisban, melyek egy ré-
sze, az egylttélés természete alapjan, a mutualista vagy parazita partnerek korébe egyér-
telmiien besorolhatd. A névényeket vizzel és asvanyi anyagokkal ellato, cserébe novényi
szénhidratokban és szerves vegyiiletekben részesiild, mikorrhizaképzd, vagyis az ab-
szorpcid kettds szervének kialakitdsaban szerepet jatszé gombak példaul a ndvények
mutualista partnereinek tekinthetdk, hiszen gazdaszervezeteikkel valo egyiittélésiikre
hosszabb tavon is egymas igényeinek kolcsonds kielégitése a jellemzo (Porras-Alfaro €s
Bayman 2011). A ndvények az egyértelmiien mutualista vagy parazita mikroorganizmu-
sok mellett egyiitt ¢Inek ugynevezett endofiton mikroorganizmusokkal is, melyek defini-
ci6 szerint, ¢életiiknek legalabb egy szakaszaban, a ndvények szoveteit, azok szabad szem-
mel lathat6 karositasa nélkiil kolonizaljék (Saikkonen és mtsai 1998). Mivel a kolonizéacio
akar csak ideiglenes tlinetmentessége az egyiittélés szamos valfajara jellemzo lehet, en-
dofitonok alatt akar latens patogén és latens szaprotrof mikroorganizmusokat is érthetiink
(Saikkonen ¢és mtsai 1998, Porras-Alfaro és Bayman 2011). A kolonizéci6 tlinetmentes-
ségének egy lehetséges magyarazatat Schulz és Boyle (2005) ,.kiegyensulyozott antago-
nizmus” hipotézise adja, mely szerint az endofitonok képesek ugyan a novények fert6zé-
sére, a novények is képesek azok kordaban tartasara, az endofiton és gazdaszervezetének
az egyes felek tulélését nem veszélyeztetd, sot, akar az azt biztosito egyiittélését eredmé-
nyezve. Az endofiton és gazdaszervezetének kiegyensulyozott antagonizmusa a névény
eloregedésével, legyengiilésével kiegyensulyozatlanna valhat, az endofitonokkeént is ke-
zelhetd latens patogén €s latens szaprotrot mikroorganizmusoknak kedvezve (Schulz és
Boyle 2005).

Az endofiton gombdk, az egyéb mikroorganizmusokhoz és a novényekhez hasonloan,
ugynevezett masodlagos anyagcseretermékeket is eldallitanak, melyek a valtozo kornye-
zethez valo alkalmazkodasuk és a kiilonbozo ¢€l6lényekkel vald kolcsonhatasaik terén,
illetve bizonyos egyedfejlddési folyamataikban jatszanak szerepet (Schulz és mtsai 2002,
Nisa ¢és mtsai 2015, Yang és mtsai 2018, Keller és mtsai 2019). E rendszerint kis mole-
kulatomegli vegyiiletek kiillonféleképpen csoportosithatok. A szintézisiikben szerepet jat-
sz0 enzimek alapjan példaul megkiilonboztetlink tobbek kozott poliketid, terpenoid és
nem riboszomalis peptid tipust vegyiileteket, melyek kiilonb6z6, igynevezett elsddleges
anyagcseretermékekbdl, tobbek kozott az acetil-koenzim-A vegyliletbdl és aminosavak-

bol szintetizalodnak. Szerkezeti sokféleségiikhdz a hibrid, azaz tobb kiilonbozé tipusu



molekularészletbdl allo, példaul poliketid—nem riboszomalis peptid tipusu anyagcsereter-
mékek is hozzdjarulnak (Keller és mtsai 2019). Az endofiton gombak a masodlagos
anyagcseretermékek kiemelkedden értékes, ugyanakkor kiaknazatlan forrasainak tekint-
hetdk, mivel e gyakorlatilag minden névényben megtalalhat6, filogenetikailag nem egy-
séges, a kolonizécio tiinetmentességétdl fliggetleniil valtozatos életmodh, a novények
mellett mas él6lényekkel is kozvetve vagy kozvetleniil kdlcsonhatd, s mindezek kovet-
keztében igen eltéré masodlagos anyagcseretermékeket eldallitd mikroorganizmusokat
kevésbé kutatjak (Nisa és mtsai 2015, Macia-Vicente és mtsai 2018). A ndvényekkel vald
egylittélésiik kiegyensulyozottsagaért is, legalabb részben, az altaluk termelt vegyiiletek
felelhetnek. A pazsitfiifélék fold feletti szerveit kolonizald Epichloé fajok példaul a gaz-
daszervezetiiket a ndvényevokkel szemben védo, alkaloid tipust vegyiileteket allitanak
eld, mellyel biztosithatjak a kolonizalt szovetekben valo, a gazdaszervezetiik altal meg-
tirt jelenlétiiket. Egyes endofiton gombak akar a gazdandvényiikre is jellemzd, az azok
szdmara valamilyen oknal fogva hasznos masodlagos anyagcseretermékeket allitanak el
(Macié-Vicente és mtsai 2018). Bar az endofiton gombék termelte masodlagos anyagcse-
retermékek okoldgiai funkcioi a legtdbb esetben tisztazatlanok, illetve in planta termel6-
désiik is csak elvétve bizonyitott (Aly és mtsai 2010), az in vitro bioldgiai aktivitasukra
iranyul6 tesztek alapjan béséggel vannak koztiik példaul fitotoxikus (Macias-Rubalcava
¢és Garrido-Santos 2022), antibakterialis (Deshmukh és mtsai 2022) és citotoxikus (Uzma
¢és mtsai 2018) vegyiiletek.

Az endofiton gombak kozott, elsdsorban filogenetikai szempontok ¢és életmenet-stra-
tégidk alapjan, megkiilonboztetjiik a Clavicipitaceae csaladba tartozd C- (,,Clavici-
pitaceous’) és a mas csaladokat reprezentaldé NC- (,,Nonclavicipitaceous”) endofitonokat
(Rodriguez ¢és mtsai 2009). Bévebb ismeretekkel a pazsitfiifélék fold feletti szerveit ko-
lonizal6é C-endofitonokkal kapcsolatban rendelkeziink, kdszonhetéen azon kutatdsoknak,
melyeket e mikroorganizmusok mezdgazdasagi hatasai 6sztonoztek, legyen sz6 a legeld
szarvasmarhak Neotyphodium coenophialum okozta nyari szindrobma megbetegedésérdl,
vagy a gabonafélék Claviceps purpurea okozta terméscsokkenésérdl. A kevésbé ismert,
azonban joval szélesebb gazdakorrel rendelkezd, gyokérkolonizalé gombakat is felvonul-
tatd NC-endofitonok koziil keriilnek ki a kutatécsoportunk altal is tanulmanyozott, Ggy-
nevezett sotét szeptalt endofiton (DSE: ,,dark septate endophyte”) gombak (Rodriguez és
mtsai 2009).



A DSE gombak az endofitonok egy formacsoportjat adjak, neviiket hifaik rendszerint
melanizalt és szeptalt jellegérdl kaptak. Filogenetikailag nem alkotnak egységes csopor-
tot, képviseldik a tomldésgombak (Ascomycota) koziil, tobbek kozott a Helotiales, Ple-
osporales és Xylariales rendekbdl keriilnek ki. Kizarolag gyokereket kolonizalnak. Nem
mutatnak gazdaspecificitast, ugyanakkor egyes DSE gombak, igy példaul a Pleosporales
rendbe tartozo Periconia macrospinosa a pazsitfifélék, mig a Helotiales rendet reprezen-
talé Cadophora fajok a nem pazsitfiiféle, jellemzden fasszara novények gyokereit kolo-
nizaljak elsésorban (Sieber és Griinig 2013). Bar a foldrajzi elterjedésiikre vonatkozo in-
formaciok zommel sarkvidéki, hegyvidéki és mérsékelt ovi teriiletekrél szarmaznak, a
DSE gombak szinte minden 6koszisztéméaban megtalalhatok, még ismeretlen dkologiai
funkciokat tolthetnek be vildgszerte. Ilyen funkcidk lehetnek a névények tapanyagokkal
torténd ellatasa, a biotikus és abiotikus stresszt kivaltd tényezdkkel szembeni ellenalld-
képességiik fokozasa (Mandyam €s Jumpponen 2005).

Egyes megfigyelések alapjan a DSE gombak az abiotikus stresszt kivaltd tényezéknek
jobban Kkitett teriileteken gyakoribbak (Mandyam és Jumpponen 2005). Ilyen tertiletek a
hazankban talalhato, erés UV-sugarzassal, magas homérséklettel, szarazsaggal és tap-
anyaghidnnyal jellemezhetd kiskunsagi nyilt homokpusztagyepek is (Kovacs és Sziget-
vari 2002, Knapp és mtsai 2012). Kutatocsoportunk, e teriiletek gyokérasszocialt gomba-
kozosségeinek tanulmanyozasa sordn, igen gyakran tapasztalt DSE gombak altali koloni-
zaciot. A Kovacs és Szigetvari (2002) altal vizsgalt, 29 kiilonbozd csaladba tartozo 89
novényfaj koziil 63 gyokereiben fordultak el melanizalt és szeptalt, igy minden bizony-
nyal DSE gombak képezte hifak. A Knapp €s mtsai (2012) altal izolalt, pazsitfiifélék és
egyéb novények gyokereibdl szarmazé kozel 300 izolatum 60%-a bizonyult DSE gom-
banak. Ezek kozott, ugy, mint a vilag kiilonb6z6 részein eléforduld, hasonlo éléhelyek
DSE kozosségeiben, kiemelkedd mértékben reprezentaltatta magat a Pleosporales rend,
tobbek kozott az endofiton és (latens) patogén gyokérkolonizaloként is ismert Acro-
calymma vagum, a pazsitfifélék gyokereit vilagszerte kolonizald P. macrospinosa, vagy
éppen a kutatocsoportunk altal 2015-ben leirt Flavomyces és Darksidea nemzetségek
(Knapp és mtsai 2015) izolatumai révén.

A Flavomyces nemzetséget €s a F. fulophazii fajt Knapp és mtsai (2015), egy a kis-
kunsagi nyilt homokpusztagyepeken gyakori pazsitfiiféle, a Festuca vaginata (magyar
csenkesz) gyokereibdl szarmazo két DSE izolatum morfoldgiai és molekularis filogene-
tikai vizsgdlata alapjan irtdk le. A faj az izolatumok &ltal a taptalajba bocsatott pig-

ment(ek) sarga (latinul ,,flavus”) szinérdl, illetve a gytijtés helyszinéhez kozel talalhato
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Fiilophaza telepiilésrdl kapta a nevét. Filogenetikai elemzések alapjan a Flavomyces nem-
zetség a Pleosporales rend Massarineae alrendjének Periconiaceae csaladjaba tartozik,
igaz, filogenetikai statusza maig tisztdzatlan (Knapp és mtsai 2015, Tanaka és mtsai 2015,
Yang és mtsai 2022).

A Darksidea nemzetséget, azon beliil pedig a D. alpha, D. beta, D. gamma, D. delta,
D. epsilon és D. zeta fajokat Knapp €s mtsai (2015), szintén a kiskunsagi nyilt homok-
pusztagyepekrol, dontden pazsitfiifélék gyokereibdl szarmazo DSE izolatumok morfolo-
giai és molekularis filogenetikai vizsgalata alapjan irtak le. A késobbiekben, Romero-
Jiménez és mtsai (2022), észak-amerikai flives teriiletekrél szarmazé izolatumok alapjan
irtdk le a D. phi fajt, mellyel a Darksidea fajok szama hétre emelkedett. Filogenetikai
elemzések alapjan a Darksidea nemzetség a Pleosporales rend Massarineae alrendjének
Lentitheciaceae csaladjaba tartozik (Knapp és mtsai 2015). A kiilonb6z6 DSE gombak
szamos kozos tulajdonsaga mellett e nemzetség taxondmidjat neheziti az egyes leszarma-
zasi vonalak megkiilonboztetésére potencialisan alkalmas ivaros és ivartalan sporak hia-
nya, illetve az egyes leszdrmazasi vonalakon beliil is jelentkezd, szdmottevd genetikai és
morfoldgiai heterogenitas (Knapp és mtsai 2015). Rdadasul, a tenyészetek DNS-szekven-
cidi és a kornyezeti, példaul gyokerekbol szarmazo DNS-szekvencidk alapjan, e nemzet-
ségnek szamos tovabbi, akar 4j fajokat reprezentald leszarmazasi vonala is 1étezik (Knapp
¢s mtsai 2019, Romero-Jiménez és mtsai 2022). Tekintettel a Darksidea nemzetség taxo-
ndmiai nehézségeire, az izolatumok atfogd, nem csupan filogenetikai, hanem t6bb kiilon-
b6z6 szempont alapjan torténd jellemzése eldsegitheti e nemzetség és azon beliil a kiilon-
bo6z6 fajok, leszarmazasi vonalak pontosabb lehatarolasat. A gombak metabolittermelése
tekintetében példaul tobb izben is kimutattak taxonok kozti kiilonbségeket (Molnar és
mtsai 2023). Ez alapjan feltételezhetd, hogy a Darksidea izolatumok is termelnek olyan
masodlagos anyagcseretermékeket, melyek egyes izolatumokban valo eléforduldsa, a
molekuléris filogenetikai elemzések eredményeit kiegészitve, segithet a nemzetség, azon

beliil pedig a kiilonbozd fajok, leszarmazasi vonalak pontosabb lehatarolasaban.

Endofiton gombak és masodlagos anyagcseretermékeik, ahogy a természetes oko-
szisztémak részét képezd novényekben, ugy az ipari felhasznéldsra keriilé novényi alap-
anyagokban is jelen lehetnek. Valdjadban szdmos tevékenység soran hasznalunk fel nové-

nyi alapanyagokat ugy, hogy a benniik el6fordulé endofiton gombakrol és anyagcsereter-



mékeikrdl, az adott tevékenységet potencialisan befolyasolo szerepiikrdl kevés informa-
ci6 all rendelkezésiinkre. Ilyen tevékenységek példaul a csiperketermesztésre szolgalo

komposzt és a novényi eredetli gyogyhatasu készitmények eldallitasa.

A kétsporas csiperke (Agaricus bisporus) az egyik legfontosabb, étkezési célbol ter-
mesztett gomba. A tobbi termesztett gombahoz hasonldan a csiperke termesztéséhez is
egy megfeleld kozegre van sziikség, melyet egy szigortian szabalyozott, szamos 1€pésbol
allo komposztalasi folyamat soran allitanak el (Kertesz és Thai 2018).

A komposztalas egy aerob, szilard fazist, biodegradaciés folyamat, mely soran a jel-
lemzéen mezOgazdasagi eredetli szerves anyagokat a mikroorganizmusok szabalyozott
koriilmények kdzott, ho felszabaduldsa mellett, szervetlen vegyiiletekké és humussza ala-
kitjak at. A komposztalas sordn uralkodo koriilmények (tapanyag-hozzaférhetdség, ho-
mérséklet, nedvességtartalom, oxigén-, szén-dioxid- és ammoniumkoncentracio) a mik-
roorganizmusok anyagcseréje kovetkeztében folyamatosan valtoznak, ami a mikrobialis
kozosség Osszetételének kovetkezményes valtozasaival, szukcesszidjaval jar egyiitt
(Ryckeboer és mtsai 2003). Mig a hagyomanyos komposztalas soran bekovetkezd mik-
robidlis szukcessziorol szamos, addig a csiperketermesztésre szolgaldé komposzt joval
szabalyozottabb eldallitdsa soran bekdvetkezd mikrobialis szukcessziorol kevesebb ta-
nulmany szamol be, igy kevesebb informacio is all a rendelkezésiinkre (Székely és mtsai
2009).

A csiperketermesztésre szolgalé komposztot mezdgazdasagi eredetii szerves hulladék-
bol, jellemzden buzaszalmabol €s lotragyabdl allitjak eld, boséges mennyiségii vizet, va-
lamint a komposzt kémhatésat és szerkezetét stabilizalo gipszet adva hozza. A csiperke
magas nitrogénigénye miatt a l6trdgya mellett nitrogénben gazdagabb csirketragyat, il-
letve szintetikus nitrogénvegyiileteket (karbamid és ammonium-nitrat) is felhasznalnak
(Sanchez 2010, Vajna és mtsai 2012, Kertesz és Thai 2018). A mezdgazdasagi eredetli
szerves hulladékok nem csupan tapanyagok, hanem a komposztalas soran jelentds szere-
pet jatsz6 mikroorganizmusok forrasai is (Kertesz és Thai 2018). Bar a komposzt el6alli-
tasdhoz ranézésre egészséges ndvényi alapanyagokat hasznélnak fel, azok legalabb a lat-
hato tlineteket nem okozo6 endofiton gombak és baktériumok altal minden bizonnyal fer-
tézottek. Egyes endofiton mikroorganizmusok latens szaprotrof életmddot folytatnak,
azaz a még ¢lé noveényi szoveteket fertdzik, kiterjedt kolonizaciora azonban csak a szo-
vetek eloregedésével kertiil sor. Ezaltal azonnal hozzaférnek a pusztulé novények kony-

nyen lebonthat6 tdpanyagaihoz, elényt élvezve a késdbbiekben kolonizald szaprotrof



szervezetekkel szemben (Porras-Alfaro és Bayman 2011). Raadésul, egyes endofiton
gombak szamos lebonto, igy példaul kiillonb6zd szénhidratbontd enzimeket (CAZymes:
»wcarbohydrate active enzymes™) is termelnek (Promputtha és mtsai 2010, Knapp és mtsai
2018). Kovetkezésképpen, a ndvényi alapanyagokat akar latens szaprotrof szervezetek-
ként kolonizalé endofiton mikroorganizmusok, a tragyaban el6fordulé mikroorganizmu-
sokhoz hasonldan, fontos szerepet tolthetnek be a csiperketermesztésre szolgalé komp-
oszt eldallitasaban.

A csiperketermesztésre szolgald komposzt eldallitasa a ndvényi alapanyagok részleges
komposztalasabol (els6 fazis), hokezelésébdl (masodik fazis), majd a hdkezelt komposzt
csiperkével torténd atszovetésébol (harmadik fazis) all (Kertesz és Thai 2018, Carrasco
¢és Preston 2020). A jellemzden egy-két hétig tartd elsd fazis sordn, a nyers ndvényi alap-
anyagok atnedvesitését és tragyaval vald Osszekeverését kdvetden, intenziv biodegrada-
ci6 zajlik. A mar késziil6 komposztbol kicsurgo, tdpanyagokban és mikroorganizmusok-
ban egyarant gazdag, igynevezett technoldgiai vizzel atitatott szalmaban eldszor a mezo-
fil mikroorganizmusok szaporodnak fel, felemésztve a kdnnyen lebonthat6 tapanyagokat,
igy a cukrokat és aminosavakat. Hofelszabaduldssal jar6 anyagcserefolyamataik kovet-
keztében a komposzt hdmérséklete 80 °C-ra nd, ami a termofil mikroorganizmusok fel-
szaporodasdhoz vezet. Utobbi szervezetek elkezdik lebontani az olyan Osszetett szerves
anyagokat, mint a celluloz és a lignin (lignocellul6z), tgynevezett lignin-humusz komp-
lexek képzddését eredményezve. Mindennek kovetkeztében, az els6 fazis végére elfogy-
nak a potencidlisan megjelend karos mikroorganizmusok felszaporodasat lehetdve tévo,
konnyen hozzaférhetd tdpanyagok, ugyanakkor az dsszetett szerves anyagok lebontasa is
megkezdddik (Kertesz és Thai 2018, Carrasco és Preston 2020). A masodik fazis f6bb
folyamatai a pasztorizalas és a kondicionalas. Mig a jellemzden két napig, 60 °C-on zajlo
pasztorizalas célja a karos mikroorganizmusok, rovarok és férgek elpusztitasa, addig a
jellemzden 5-8 napig, 45-50 °C-on zajl6 kondicionalas célja a karos mikroorganizmusok
altali ujboli kolonizacidé megakadalyozasa, a csiperke szdmara hasznos mikroorganizmu-
sok, igy példaul a Mycothermus thermophilus gomba felszaporodasanak eldsegitése. A
masodik fazis soran folytatddik az sszetett szerves anyagok lebontasa is (Kertesz és Thai
2018, Carrasco ¢s Preston 2020). A nitrogéntartalmu vegytiletek lebontdsa soran ammo-
nia szabadul fel, mely bar kezdetben hozzéjarul a névényi alapanyagok lagyitasdhoz, a
késébbiekben eldsegitheti a karos mikroorganizmusok 4ltali kolonizaciét, illetve gatol-

hatja a csiperke novekedését. Koszonhetden azonban az ammonia parolgasanak és bizo-



nyos mikroorganizmusok, igy példaul a tomegesen el6forduld Pseudoxanthomonas tai-
wanensis baktérium altali asszimilacidjanak, koncentracidja a kondicionalas végére a csi-
perkére nézve artalmatlan szintre csokken (Sanchez 2010, Kertesz és Thai 2018, Carrasco
¢és Preston 2020). Az els6 €s masodik fazis soran végbemend folyamatok egy, ha mikro-
bioldgiailag nem is, de szerkezetileg homogén, a csiperke szdmara szelektiv komposztot
eredményeznek. A komposzt szelektivitasa azt jelenti, hogy az a csiperke (masodlagos
lebontd) szamara hozzaférhetd lignin-humusz komplexeket, valamint a csiperke noveke-
dését serkentd mikroorganizmusokat tartalmaz, ugyanakkor nem tartalmaz ammoniat a
csiperkére artalmas koncentracidban. Ezek a csiperke szamara elényt biztositanak mas
mikroorganizmusokkal szemben, a komposzt harmadik fazis soran bekdvetkezé koloni-
zalasdban (McGee és mtsai 2017). A jellemzden 15—18 napig tartdo harmadik fazis sordn
a szemcsira (micéliummal atszovetett gabonaszemek) formajaban hozzéadott csiperke
teljesen atszovi a komposztot, a benne 1év6 lignin-humusz komplexekkel, valamint az €16
¢s elhalt mikroorganizmusokkal taplalkozva (Kertesz és Thai 2018, Carrasco €s Preston
2020).

A csiperketermesztésre szolgaldo komposzt mikrobidlis kozosségeivel foglalkozo ku-
tatdsok keretében a komposzt eldallitasat (Cao és mtsai 2019), a gombatermesztést
(Siyoum ¢és mtsai 2016, McGee és mtsai 2017, Carrasco és mtsai 2019), esetleg mindkét
tevékenységet (Zhang és mtsai 2014, Carrasco és mtsai 2020) nyomon kdvetve hataroz-
zak meg a gombakozdsségek Osszetételét, jellemzden tenyésztésfiiggetlen modszerek al-
kalmazaséaval. A komposzt eldallitasat (is) nyomon kdvetd kutatdsok keretében vett min-
tak azonban jellemzden nem fedik le a gyartas teljes, a nyers ndvényi alapanyagoktol
egészen a csiperketermesztésre kész, harmadik fazistt komposztig tart6 folyamatat, illetve
a gyartas egyes fazisait is jellemzden minddssze egy-egy minta reprezentalja. Igaz ez a
komposzt kémiai 6sszetételérdl, jellemzden a novényi sejtfal felépitésében szerepet jatszo
polimereknek (celluldz, hemicelluldz, lignin) és azok kiilonb6z6 modszerekkel kinyer-
hetd frakcidinak a komposztgyartas és csiperketermesztés eldrehaladtaval bekdvetkezd
mennyiségi valtozasairdl beszdmolo6 tanulmanyokra is (Jurak és mtsai 2015, Carrasco és

mtsai 2020).

Ahogyan a csiperketermesztésre szolgalé komposztot €s nyers ndvényi alapanyagait,
ugy a népi gyogyaszatban és gyogyszeriparban felhasznalt novényeket is kolonizalhatjak

endofiton gombék. E mikroorganizmusok mennyiségileg és mindségileg is befolyasol-

10



hatjak a gyogyndvények hatdéanyagtartalmat, akar a gazdandvénynek tulajdonitott hato-
anyagok szintézise, vagy a szintézisiik indukalasa révén (Jia és mtsai 2016). Mindemel-
lett, sajat masodlagos anyagcseretermékeikkel is modosithatjak a kolonizalt névényi ré-
szek metabolikus Osszetételét.

A gyodgynovények egy részének a gyoktorzse, gyokerei jelentik a drogot, azaz a
gyogyaszati jelentOséggel biro hatéanyagaik a gyoktorzsiikben, gyokereikben halmozod-
nak fel. Ilyen gyogynovények példaul a hazankban is honos festd buzér, tovises iglice €s
tarackbuza.

A festd buzér (Rubia tinctorum) egy a buzérfélék (Rubiaceae) csaladjaba tartozo éveld,
lagyszart, rizémas (gyoktorzzsel rendelkezd), gyogy- és festondvény. Megvastagodott,
vorosbarna gyokerei jelentik a drogot (Rubiae tinctorum radix), melyben antrakinon ti-
pusu vegyliletek és glikozidjaik (alizarin és alizarin-primverozid, lucidin és lucidin-
primverozid) halmozodnak fel. Vesekdképzddés megeldzésére €s a vesekovek oldasara
hasznalhato (Boldizsar és mtsai 2006).

A tovises iglice (Ononis spinosa) egy a pillangdsviraguak (Fabaceae) csalddjaba tar-
toz6 agtovises, rizomas félcserje. Rovid gyoktorzsérdl hosszl, vastag, sziirkésbarna {6-
gyokér ered. Gyokérzete jelenti a drogot (Ononidis radix), melyben elsdsorban izoflavo-
noid tipusu vegyiiletek és glikozidjaik (példaul formononetin és ononin) halmozddnak
fel. Vizelethajtasra hasznalhaté (Gampe és mtsai 2016).

A tarackbuza (Elymus repens) egy a pazsitfiifélék (Poaceae) csaladjaba tartozo éveld,
lagyszara, rizomas novény. Hosszl, vékony, elagaz6 gyoktorzse (tarackja) jelenti a dro-
got (Graminis rhizoma), melyben elsésorban nyalkaanyagok halmozodnak fel. Vizelet-
hajtasra hasznalhat6 (Al-Snafi 2015).

A Rubiaceae, Fabaceae ¢és Poaceae csaladokba tartozo, elsésorban gazdasagi jelentd-
séggel biré novények endofiton gombadit tobb esetben azonositottak mar (Cruz és mtsai
2020, Rana ¢és mtsai 2020). Ezzel szemben a fenti gydogynovények (festd buzér, tovises
iglice és tarackbuiza) gyogyaszati jelentdséggel bird fold alatti szerveit kolonizalé endo-
fiton gombak nem ismertek. Eddig csupan a tarackbtza fold alatti szerveinek, pontosab-
ban a drognak nem mindsiilé gyokereinek endofiton gombakozosségét vizsgaltak (Hoyer
¢s Hodkinson 2021). A festd buzér és a tovises iglice esetében csak a hajtasrol azonosi-
tottak korokozd, illetve szaprotrof gombakat (Bahcecioglu és Kabaktepe 2012, Phookam-
sak és mtsai 2017), tovabba ismert, hogy a tovises iglice gyokérzetén él, termdtesteit e

gyogynovény kozelében képezi az iglice-fiiloke (Flammulina ononidis) (Luszczynski és
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mtsai 2014). Kovacs és Szigetvari (2002) a kiskunsagi nyilt homokpusztagyepek nové-
nyeinek mikorrhizaképzd és egyéb gyokérasszocialt gombak altali kolonizéltsagat fel-
mérve, tovises iglice gyokereiben a mikorrhizara jellemzo struktarak (arbuszkulum, ve-
zikulum) mellett akar DSE gombak altali kolonizaciéra utald szeptalt hifakat is megfi-
gyeltek (Kovacs és Szigetvari 2002). Kovetkezésképpen, ahogy a pazsitfiifélék vékony
gyokereit, ugy a fenti gyogyndvények gyodgyaszati jelentéséggel bird fold alatti, akar
megvastagodott szerveit is kolonizalhatjak endofiton gombak, melyeket azonban a leg-
jobb tudasunk szerint még nem azonositottak.

A festd buzér és a tovises iglice értékes, antrakinon és izoflavonoid tipust Osszetevok
adta hatéanyagtartalmat az endofitonok mindségileg és mennyiségileg egyarant befolya-
solhatjak, a tarackbuzat pedig kolonizalhatjak a termesztésbe vont rokonait is kolonizalni
képes, azokra akar pozitivan vagy negativan hat6 masodlagos anyagcseretermékeket is
eléallito, ezaltal a mezOgazdasagi vonatkozasu kutatasok szamara is igen értékes endofi-

ton gombak.
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2. CELKITUZESEK

A kiilonb6z6 noveények és ipari felhasznalasra keriilé ndévényi alapanyagok endofiton
gombaival és masodlagos anyagcseretermékeivel kapcsolatos doktori munkaim célkitii-

zései az alabbiak voltak:

o Pazsitfiifélek gyokereibdl Flavomyces fulophazii és Darksidea izoldtumok azono-
sitasa, a Darksidea nemzetség taxondmidjanak az izolatumok filogenetikai hely-
a F. fulophazii és Darksidea izoldtumok masodlagos anyagcseretermékeinek
meghatarozasa.

e A csiperketermesztésre szolgald komposztbol és novényi alapanyagaibol endofi-
ton gombak izolalasa és azonositasa, a ndvényi alapanyagok és az izolatumok ma-
sodlagos anyagcseretermékinek meghatarozasa, komposztbol torténd kimutatésa.

o A festd buzér, tovises iglice és tarackbuiza gydgyaszati jelentdséggel biro fold
alatti szerveibdl endofiton gombak izolalasa és azonositasa, az izolatumok ma-
sodlagos anyagcseretermékeinek meghatarozasa és drogbol torténd kimutatasa.

o Azizolalt vegyiiletek in vitro bioldgiai, nevezetesen ndvényre gyakorolt, citoszta-

tikus és antibakterialis aktivitasanak tesztelése.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Mintavétel

A kiilonb6z6 foldrajzi régiokban talalhatod szaraz és félszaraz, fiives, akar mezdgazda-
sagi miivelés alatt allo teriiletek gyokérendofiton gombakodzdsségeinek tanulmanyozasa
keretében Magyarorszagon Festuca vaginata, Mongo6liaban Stipa krylovii, Kazahsztan-
ban pedig Hordeum leporinum, S. capillata és Triticum aestivum pazsitfifélék egyedeit

gyljtottiik (Knapp €s mtsai 2012, 2019, Akhmetova és mtsai 2023).

A csiperketermesztésre szolgaldé komposztbol és ndvényi alapanyagaibol a Bio-Fungi
Kft. &porkai lizemében gytijtottiink mintakat, ahol a komposztgyartas az alabbiak szerint
zajlik.

A komposzt nyers ndvényi alapanyagait (buza-, arpa- és repceszalma) elsdként atitatjak
a mar késziild komposztbdl kicsurgo, tapanyagokban és mikroorganizmusokban gazdag
technologiai vizzel (csurgaléklé). Néhany nappal késobb az azott szalmat 0sszekeverik
csirketragyaval. A keveréket masnap egy zart bunkerbe toltik (bunkertdltés), ahol késébb
a lotragyat is hozzdadjak. A tovabbiakban a komposztot néhany naponta, dsszesen két-
szer, egymast kdvetd bunkerekbe helyezik at (1. és 2. 4trakas), majd kiszedik, s egy napig
a szabadban pihentetik (elsd fazis). A komposztot ezutan ismét egy zart kamraba helyezik
(betarolés), ahol a komposzthémérséklet kiegyenlitését (egalizalas) kdvetden nyolc 6ran
at hokezelik, majd tobb napon keresztiil, szakaszosan lehfitik (kondicionalas) (masodik
fazis). Az attarolt komposztot csiperkével — szemcsira formajaban — beoltjak, majd né-
hany hét alatt at is szovetik. A csiperkével atszovetett, gombatermesztésre alkalmas kom-
posztot végiil zsdkokba csomagoljak (kitarolas) (harmadik fazis) (1. abra).

Osszesen 71 mintat vettiink a komposztgyartas jellemzd nyers ndvényi alapanyagaibol (5
minta), valamint hat gyartasi sort (S1-S6) teljes egészében nyomon kovetve, a komposzt-
gyartas kiilonbozd 1épéseit reprezentalo, jellemzden szalma- és komposzthalmokbol (66
minta). A hat gyartasi sorbol szarmazo 66 minta magaban foglalja a nyers és technoldgiai
vizzel atitatott ndvényi alapanyagokat (15 minta), a kiilonb6z6 elsd, masodik és harmadik
fazisi komposztmintdkat (37 minta), valamint a komposztgyartas soran hozzaadott
csirke- €s lotragyat, illetve szemesirat (14 minta). A gyartasi sorok koziil harmat télen

(S1, S2 és S6) kettot dsszel (S4 és S5), egyet pedig nyaron (S3) kdvettiink nyomon.
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arpaszalma alapanyagok . 0000 ] | S ! komposzt
| mintavétel napja: 0 4 5 6 7 11 14 15 21 40
azott azottszalma bunker- 1.atrakdas 2.atrakds  kiszedés attarolas kitarolas
napraforgd szalma és csirketragya toltés
termésfal keveréke

1. abra. Csiperketermesztésre szolgalo komposzt eléallitisa (Bio-Fungi Kft., Magyarorszag, Aporka), valamint a komposztgyértas soran vett mintak eredete. A komposzt-
gyartas nyitott kornyezetben zajlo folyamatait (szalma aztatasa, illetve a csirketragyaval kevert szalma és az elsé fazisu komposzt ,,pihentetése”) szaggatott, mig a zart
kornyezetben zajlokét (komposztalas, hokezelés és atszovetés) egyszer(i vonallal hatarolt téglalapok szimbolizaljak. Az elsé, masodik és harmadik fazis folyamatait rendre
z61d, piros és sarga hattérszin jelzi.

Fotok: Berek-Nagy Péter Janos (csurgaléklevet abrazolo fotd: Toth Fanni (ELTE, Mikrobiologiai Tanszék)).
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Az egyes mintak gylijtésekor a szalma- és komposzthalmok kiilonb6z6 pontjair6l almin-
takat vettiink, melyeket egyesitettiink, kézzel homogenizaltunk. A mintdkat 4 °C-on ta-
roltuk, s néhany napon beliil kiilonféleképpen feldolgoztuk. A mintakat és feldolgozasuk

modjait az 1. tdblazat foglalja Gssze.

1. tablazat. Csiperketermesztésre szolgalé komposztbol és novényi alapanyagaibol vett mintak és feldol-
gozasuk.

jellemzo6 novényi alapanyagokbol vett mintak és feldolgozasuk
blizaszalma I,V
bioblizaszalma LV
arpaszalma LV
repceszalma ILV,M
napraforgd termésfal I,M
komposztgyartas soran vett mintak és feldolgozasuk
minta tipusa és a mintavétel napja iduidsiboiok

S S2 S3 54 S5 S6
blizaszalma 0. - - M M
arpaszalma 0. - - M - - -
azott buzaszalma 4, I I I,M -
azott arpaszalma 4, I I I,M - - -
azott repceszalma 4, I I - - - -
csirketragya 4, 1 I 1 M M -
azott szalma és csirketragya keveréke 4, - - - M M -
bunkertoltés 5. 1 I LM LM LM I,M
16tragya 6. I I I LM | M | LM
elso atrakas 7. 1 I LM LM LM I,M
masodik atrakas 11. I I I,M I,M I,M LM
kiszedés 14. I I LM | LM | LM | LM
attarolas 21. 1 I LM M LM I,M
szemcsira 21. - - - M M M
kitarolas 40. I I I,M - M LM

Mintak feldolgozasanak mddjai: endofiton gombak izolalasa (1), gombak in planta vizualizalasa (V), me-
tabolikus Osszetétel meghatarozasa (M).

A technoldgiai vizben azott szalmamintak kék, az elsd, masodik és harmadik fazis soran vett komposzt-
mintak pedig rendre z61d, piros és sarga hattérszinnel vannak jeldlve.

A gydgyndvények koziil a festd buzér egy egyedét a Gyogyndvénykutato Intézet Bu-
dakaladszi Kemotaxonomiai Botanikus Kertjében, a tovises iglice hdrom egyedét Hiivos-
voOlgyben, mig a tarackbuza négy egyedét Lagymanyos teriiletén gyljtottiik. A véletlen-
szerlien kivalasztott, viragzo allapotban 1€v6 egyedek fold alatti szerveit (2. abra) kidstuk,
nedves talajjal boritva 4 °C-on taroltuk, s néhany napon beliil kiilonféleképpen feldolgoz-

tuk.

A szalma- és komposztmintakat, valamint a gydgynovényeket én, a tobbi novényt ma-

sok gyljtottek (Knapp és mtsai 2012, 2019, Akhmetova és mtsai 2023).
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2. abra. Fest6 buzér (A), tovises iglice (B) és tarackbuza (C) fold alatti szervei feldarabolva (A) vagy
egészben (B, C). Fotok: Berek-Nagy Péter Janos.

3.2 Endofiton gombak izolalasa

A Magyarorszagon, Mongolidban és Kazahsztdnban gyiijtott pazsitfiifélek gyokereit
csapvizzel tisztara mostuk, majd néhany cm hosszu szakaszokra vagtuk. Ezeket a szaka-
szokat — 90 masodpercig 2%-o0s natrium-hipoklorit oldatban (magyarorszadgi mintak)
vagy két percig 30%-os hidrogén-peroxid oldatban (mongoliai ¢és kazahsztdni mintak),
egy percig 70%-os etil-alkoholban, néhany percig pedig steril csapvizben inkubalva —
felszinsterilizaltuk, majd négyfelé¢ vagva MMN (modified Melin-Norkrans) (Marx 1969)
(magyarorszagi €s mongo6liai mintak) vagy PDA (potato dextrose agar) (VWR, Magyar-
orszag) (kazahsztdni mintak) taptalajra helyeztiik, s6tétben €s szobahdmérsékleten inku-

baltuk (Knapp és mtsai 2012, 2019, Akhmetova és mtsai 2023).

A szalma- és komposztmintdkban 1évd kiilonb6zdé ndvényi részekbdl (gabonandveé-
nyek szara, levele és kalasztengelye) maximum 0,5 x 0,5 cm nagysagu darabkakat vag-
tunk ki. Ezeket a darabkakat — akar kdzvetlentil, de jellemzden steril csapvizzel mosva és
felszinsterilizalva — PDA téptalajra helyeztiik, majd s6tétben, szobahdmérsékleten inku-
baltuk. A szalmamintdknal erésebb, a komposztmintdknal enyhébb felszinsterilizalast al-
kalmaztunk. A legerdsebb felszinsterilizalas esetén a kivagott darabkakat egy percig
96%-o0s etil-alkoholban, harom percig 5%-o0s natrium-hipoklorit oldatban, 30 masodper-
cig ismét 96%-os etil-alkoholban, majd néhany percig steril csapvizben inkubaltuk. A
leggyengébb felszinsterilizalas esetén a darabkakat 15 mésodpercig 70%-os etil-alkohol-

ban, majd néhany percig steril csapvizben inkubaltuk.
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A gyogyndvények gydgyaszati jelentdséggel bird fold alatti szerveit csapvizzel tisztara
mostuk, majd néhdny cm hosszl szakaszokra vagtuk. Ezeket a szakaszokat — két percig
4%-os natrium-hipoklorit oldatban, egy percig 70%-os etil-alkoholban, néhany percig pe-
dig steril csapvizben inkubalva — felszinsterilizaltuk, majd négyfelé vagva PDA téaptalajra

helyeztiik, sotétben és szobahdmérsékleten inkubaltuk.

A téptalajra helyezett novényi részekbdl néhany nap elteltével ndvekedésnek indult
micéliumokat kiilon taptalajra oltottuk, az igy kapott tiszta tenyészeteket pedig rendszeres

atoltasuk mellett s6tétben, szobahomérsékleten tartottuk fenn.

A szalma- és komposztmintakbol, tovabba a gyogynovényekbdl én, a tobbi ndvénybol
masok izolaltak endofiton gombakat (Knapp és mtsai 2012, 2019, Akhmetova és mtsai
2023).

Az 0sszehasonlitd vizsgéalatokhoz kiilfoldi kutatocsoportok, elsdsorban Bouteloua fa-
jok (Poaceae) észak-amerikai fiives teriileteken, illetve Microthlaspi perfoliatum (Bras-
sicaceae) szerte Europaban el6forduld egyedeinek gyokereibdl szarmazo, zommel iga-
zoltan a Darksidea nemzetséget reprezentald izolatumokat bocsatottak rendelkezésiinkre

(Glynou ¢és mtsai 2016, Romero-Jiménez ¢€s mtsai 2022).
3.3 Endofiton gombak azonositasa
3.3.1 DNS régiok szekvencidinak meghatdrozdsa

A kiilonb6z6é ndvényi részekbdl izolalt gombak azonositdsahoz a gombak altalanos
DNS vonalkddjat (Schoch és mtsai 2012), a sejtmagi riboszomalis DNS (nrDNS) Internal
tokat készitettiink a NucleoSpin Plant II Mini Kit (Macherey-Nagel, Diiren, Németor-
szag), az E.Z.N.A. SP Fungal DNA Mini Kit (Omega Bio-tek, Norcross, GA, USA) vagy
a modositott CTAB modszer (Murray és Thompson 1980, Kovacs és mtsai 2001) alkal-
mazasaval. Az ITS régiot polimeraz lancreakcio (PCR) keretében, az ITS1F (Gardes és
Bruns 1993) és ITS4 (White és mtsai 1990) primerek hasznalataval szaporitottuk fel. A
Phire Plant Direct PCR Kit, illetve ennek moddositott valtozata, a Phire Plant Direct PCR
Master Mix Kit (Thermo Scientific, USA) alkalmazasa esetén a készlet részét képezd
Dilution puffer szolgalt a DNS micéliumrészletbdl torténd kinyerésére. A PCR elvégzé-
s¢hez Biometra T-Gradient 96 vagy Tianlong Genesy 96T tipusu késziiléket hasznaltunk.
A reakcioelegyek és -profilok részleteit a 11.1 fejezet (F.1.A—C tablazatok) tartalmazza.

A PCR sikerességét agaroz gélelektroforézis segitségével ellendriztiik, mely soran a PCR

18



termék egy részét etidium-bromid vagy ECO Safe fluoreszcens DNS festéket tartalmazo
1,5%-o0s agar6z gélen futtattuk, majd a gél UV fénnyel torténd atvilagitasaval detektaltuk.
A PCR termékek szekvenalasat a PCR soran hasznalt primerekkel az LGC Genomics
(Berlin, Németorszag) végezte. A kapott elektroforegramokat a Staden programcsomag
Pregap4 és Gap4 programjaival (Staden €s mtsai 2000) ellendriztiik és szerkesztettiik. A
végleges szekvencidkat a BLASTn algoritmus (Altschul és mtsai 1990) alkalmazaséaval
nyilvanos adatbazisokban (GenBank; UNITE) elérhetd szekvencidkkal vetettiik Ossze,
2024 majusaig bezardlag. Az ITS szekvencia alapjan fajszinten egyértelmiien be nem
azonosithat6 izolatumok nagy szdma miatt izolatumainkat alapvetéen nemzetségszinten
azonositottuk, fajszintli azonositas esetén az ITS és akar tovabbi szekvencidink a tipus-

vagy referenciaszekvenciakkal teljes vagy nagymértékii egyezést mutattak.

Az ITS szekvencidjuk alapjan a Darksidea nemzetség képviseldinek bizonyult izola-
tumok esetében meghataroztuk azok LSU (részleges 28S nrDNS), SSU (részleges 18S
nrDNS), TEFI-o. (transzlacios elongacids faktor 1-a gén) és STUB (B-tubulin gén) szek-
venciait is. Az LSU régiot az LROR (Rehner és Samuels 1994) és LRS (Vilgalys és Hester
1990), az SSU régiot az NS1 és NS4 (White és mtsai 1990), a TEF[-a gént az EF1-983F
és EF1-2218R (Rehner és Buckley 2005), a STUB gént pedig a Bt2a és Bt2b (Glass és

Donaldson 1995) primerek hasznélataval amplifikaltuk és szekvenaltattuk.

A Flavomyces fulophazii izolatumok ITS, tovabba a Darksidea izolatumok ITS, LSU,
SSU, TEF1-a és PTUB szekvenciait feltoltottiik az NCBI (National Center for Biotech-
nology Information) GenBank adatbazisaba, illetve felhasznaltuk kiilonb6z06, akar tobb-
lokuszos filogenetikai elemzésekhez (Berek-Nagy és mtsai 2021, Knapp €s mtsai 2015,
2019).

Mindemellett, nyilvanos ITS szekvencidik alapjan azonositottuk a F. fulophazii és
Darksidea 1zolatumok termelte vegyiiletek publikalt, ugyanakkor még nemzetségszinten

sem azonositott forrasait.
3.3.2 Filogenetikai elemzések

A F. fulophazii faj Massarineae alrenden beliili filogenetikai helyzetének meghataro-
zasara egyes hazai és mongoliai eredetll F. fulophazii izolatumok, a Periconiaceae és

Massarinaceae csaladokat reprezentald egyes fajok, a CRI1247-01 torzs, valamint a kiil-
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csoportként szolgald D. alpha, Keissleriella breviasca és Lentithecium clioninum (Len-
titheciaceae) ITS szekvenciainak (40 szekvencia) felhasznalasaval ,,Maximum Likeli-

hood” (ML) filogenetikai elemzést végeztiink.

A Darksidea nemzetség Lentitheciaceae csaladon beliili filogenetikai helyzetének
meghatarozasara a nemzetség fobb leszdrmazasi vonalait képviseld egy-egy izolatum, a
Lentitheciaceae csalddot reprezentald egyes fajok (Calabon és mtsai 2021, Liu és mtsai
2022), valamint a kiilcsoportként szolgaldé Pseudochaetosphaeronema martinelli (Mac-
rodiplodiopsidaceae), F. fulophazii és P. macrospinosa (Periconiaceae) ITS, LSU, SSU
és TEF'I-a szekvenciainak (92 konkatenalt szekvencia, 3885 karakter/konkatenalt szek-

vencia) felhasznalasaval Bayes-alapu és ML filogenetikai elemzéseket végeztiink.

A Darksidea nemzetség izolatumaink reprezentalta leszarmazési vonalainak meghata-
rozasara a rendelkezésiinkre all6 Darksidea izolatumok, tovabba a kiilcsoportként szol-
gald Lentithecium fluviatile és L. clioninum (Lentitheciaceae) (Tanaka €és mtsai 2015)
ITS, LSU, TEFI-a és BTUB szekvencidinak, valamint az illesztett ITS szekvencidk ,,in-
del” pozicidinak binaris kodolasaval kapott matrix (108 konkatenalt szekvencia, 3460
karakter/konkatenalt szekvencia) felhaszndldsaval Bayes-alapu és ML filogenetikai elem-
zéseket végeztink. Az illesztett ITS szekvencidk ,,indel” pozicioit Simmons €s mtsai
(2001) ,,simple indel coding” algoritmusa alapjan, a FastGap 1.2 program (Borchsenius

2009) segitsé¢gével kodoltuk.

A Darksidea nemzetség nyilvanos szekvencidk reprezentalta leszarmazasi vonalainak
meghatarozasara a Darksidea fajok tipustorzseinek ITS szekvenciai, valamint az azokkal
legalabb 95%-ban azonos szekvenciak felhasznalasaval (510 szekvencia, 721 karak-

ter/szekvencia) Bayes-alapu és ML filogenetikai elemzéseket végeztiink.

A gyogynovényekbdl szdrmazod Cadophora és Leptodophora izolatumok azonosita-
sara a szoban forgod izolatumok, tovabba a Cadophora, Leptodophora és a veliik kozeli
rokonsdgban all6 nemzetségeket reprezentald egyes fajok, valamint a kiilcsoportként
szolgalo Gyoerffyella rotula (Discinellaceae) (Koukol és Macia-Vicente 2022) ITS szek-
venciainak (43 szekvencia, 560 karakter/szekvencia) felhasznalasaval ML filogenetikai

elemzést végeztiink.

A kiilonboz0 filogenetikai elemzések soran felhasznalt, nem altalunk meghatarozott,
nyilvanos szekvencidkat az NCBI GenBank adatbazisabdl toltottiik le. A Darksidea fajok

tipustorzseinek ITS szekvencidival legalabb 95%-ban azonos szekvencidk letoltésé¢hez a
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tipustorzsek ITS szekvencidit a BLASTn algoritmus (Altschul és mtsai 1990) alkalmaza-
saval vetettiik 6ssze az adatbazisban elérhetd szekvencidkkal.

A szekvencidkat minden esetben a MAFFT 7 programban (Katoh és Standley 2013), az
E-INS-i médszer alkalmazasaval illesztettiik, az illesztéseket pedig a MEGA 7 program-
ban (Kumar és mtsai 2016) szerkesztettiik. A tobblokuszos elemzéseknél az egyes loku-
szok illesztéseit, valamint az illesztett ITS szekvencidk ,,indel” pozicidinak binaris kodo-
lasaval kapott matrixot a SeaView 5 programban (Gouy €s mtsai 2021) egyesitettiik (kon-
katenaltuk).

A Bayes-alapu elemzéshez a MrBayes 3.1.2 programot (Ronquist ¢s Huelsenbeck 2003)
hasznaltuk. A nukleotid particiok (ITS, LSU, SSU, TEF'I-a, fTUB) esetében a GTR+G
szubsztitiicidos modellt, mig a bindris particid esetében a kétparaméteres Markov (Mk2
Lewis) modellt alkalmaztuk. Négy Markov-lancot futtattunk 10.000.000 generécion ke-
resztiil, minden ezredik generacid esetében mintat véve, az els6é 4.000 filogenetikai fat
figyelmen kiviil hagyva (,,burn-in”). Az agak tamogatottsagat a poszterior valdsziniiségi
értékek kiszamitasaval hatdroztuk meg.

Az ML elemzéshez jellemzéen a RAXML 8 program (Stamatakis 2014) raxmIGUI 1.3
grafikai feliiletét (Silvestro és Michalak 2012) hasznaltuk. A nukleotid particidk esetében
a GTR+G szubsztiticidos modellt, a binaris particié esetében pedig az alapbeallitdsokat
alkalmaztuk. Az dgak tdmogatottsagi értékeinek meghatarozasara 1.000 ismétléses ,,boot-
strap” elemzést futtattunk. A Cadophora és Leptodophora izoldtumok azonositasat célzo
ML elemzéshez a PhyML 3.0 programot (Guindon és mtsai 2010) hasznaltuk a GTR
szubsztitucids modell alkalmazéasaval, 100 ismétléses ,,bootstrap” elemzés futtatasaval.
A kiilonb6z6 elemzések soran kapott filogenetikai fakat a MEGA 7 programban szerkesz-

tettiik.
3.4 Endofiton gombak morfologiai vizsgalata

A makro- és mikromorfologiai vizsgalatokhoz az izolatumokat MEA (malt extract
agar) €s PDA (potato dextrose agar) (VWR, Magyarorszag) taptalajon tenyésztettiik ha-
rom hétig, sotétben, szobahdmérsékleten. A sporaképzést indukéalando, az izolatumokat
kiilonbozd tipust taptalajokon, illetve kiilonb6zé ndvényi részeken (vizes agarra helye-
zett, sterilizalt fenyd6tli €s csaldnszar) tenyésztettiik 1-2 honapig, sotétben, szobahOmér-
sékleten. MEA és PDA mellett OA (oatmeal agar), SNA (synthetic nutrient-poor agar)
(VWR, Magyarorszag) és MMN (modified Melin-Norkrans) (Marx 1969) taptalajokat,
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valamint daralt zoldségekkel (karaldbé, sargarépa, tarlorépa, zeller) disitott vizes agart
(pH 3,5) is alkalmaztunk.

Vizsgaltuk a tenyészetek makro- (pl. alak, méret és szin) és mikromorfoldgiai (pl. hifak
szeptaltsaga s pigmentaltsadga) jellemz0it, ivaros €s/vagy ivartalan szaporitoképletek eld-
fordulasat. A mikroszkopos felvételeket VHX-5000 digitalis mikroszkoppal (Keyence
International Nv/Sa, Belgium), a differenciél interferencia kontraszt (DIC) mikroszkdpos
felvételeket pedig Zeiss AxioCam ICc 5 kameraval felszerelt Zeiss Axioskop 2 Plus mik-
roszkoppal (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Németorszag), a Zeiss ZEN 2011 szoftver

segitségével készitettiik.
3.5 Endofiton gombak in planta vizualizalasa

A komposztgyartas nyers ndvényi alapanyagaibdl (btza-, biobuza-, arpa- és repce-
szalma) maximum 0,5 x 0,5 cm nagysagu darabkékat vagtunk ki. E darabkékat forrdsban
1év6é 10%-os kalium-hidroxid:70%-os etil-alkohol (7:3) elegyben, 3%-os hidrogén-per-
oxid oldatban, majd 96%-os etil-alkoholban 3-3 percig deritettiik. A deritett darabkakat
tintaval (Pelikan®, Németorszag) vagy a WGA-Alexa Fluor® 488 (Wheat Germ Aggluti-
nin, Alexa Fluor 488 conjugate, Molecular Probes W11261, Thermo Fisher Scientific,
Litvania) fluoreszcensen jelolt lektinnel festettiik, majd rendre tejsavban, vagy 50%-os
glicerin oldatban fedtiik le. A preparatumokat Nikon Eclipse 80i fénymikroszkoppal vizs-
galtuk, a fényképeket Spot 7.4 Slider (Diagnostic Instruments Inc.) tipusti kameréaval ké-

szitettiik.
3.6 Endofiton gombak és novényi alapanyagok vegyiileteinek vizsgalata
3.6.1 Mintaelokészités

Az endofiton gombak izolatumait Petri-csészébe (60 % 15 mm) 6ntdtt, a Mycothermus
thermophilus izolatumok esetében celofannal boritott PDA taptalajon szaporitottuk fel. A
tenyészeteket jellemzden egy, a taptalaj kdzepén elhelyezett, egy korabbi tenyészet front-
vonalabol szikével kivagott tenyészetrészletbol (0,5 x 0,5 cm) inditottuk, majd meghaté-
rozott ideig sotétben, szobahdmérsékleten inkubaltuk. A Darksidea izolatumokat hdrom
hétig, a F. fulophazii, valamint a gydgynovények fold alatti szerveibdl szarmazo izolatu-
mokat egy honapig, a M. thermophilus izolatumokat pedig 10 hétig tenyésztettiik. Végiil,
a tenyészetek egészét, illetve a M. thermophilus izolatumok celofanrdl levalasztott micé-

liumait liofilizaltuk, majd porra daraltuk.
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A szalma- ¢és komposztmintakat, illetve a gyogyndvények gyodgyaszati jelentdséggel

biro f61d alatti szerveit liofilizaltuk, majd daraldval poritottuk.
3.6.2 Kivonatkészités

A novények ¢és gombak masodlagos anyagcseretermékeinek meghatarozasara analiti-
kai kivonatokat készitettiink: poritott liofilizatumaik részleteit (10,0—40,0 mg) metil-al-
kohol oldészerben (3—5 mL), 60 °C hémérsékleten, 30 percig melegitettiik, a szobaho-
mérsékletiire hiilt kivonatokat centrifugaltuk.

Az OsszetevOk izolalasara preparativ kivonatokat készitettiink: a poritott liofilizatumo-
kat (0,9-6,8 g) metil-alkohol old6szerben (140—360 mL), 60 °C hdmérsékleten, 30 percig
melegitettiik egymas utdn haromszor, a kivonatokat mindharom alkalommal centrifu-
galva, a feliiliszokat kiilon edényben gylijtve. Az egyesitett feliiluszokat rotacios va-
kuumbeparlo késziilékkel megszaritottuk, majd ultrahangos homogenizald késziilékkel,
5-10 mL metil-alkohol old6szerben feloldottuk. A csapadékos oldatot centrifugaltuk, a
feliiluszot 0,22 um porusatmérdjii sztirovel sziirtiik.

A felhasznalt olddszerek és vegyszerek analitikai, illetve LC-MS tisztasaguak voltak

(Reanal, Magyarorszag).
3.6.3 Analitikai kivonatok vizsgadlata

Az analitikai kivonatok Osszetevoit nagyhatékonysagu folyadékkromatografias
(HPLC) elvalasztast kovetéen UV- és nagyfelbontdsu tomegspektrometrias detektalassal
hataroztuk meg (HPLC-DAD-HRMS). Ehhez Dionex Ultimate 3000 UHPLC rendszert
(3000RS diddasoros detektor (DAD), TCC-3000RS oszloptermosztat, HPG-3400RS
pumpa, SRD-3400 eluens-gazmentesitd, WPS-3000TRS automata mintaadagold) és
elektrospray ionizacioval (ESI) miikodd Orbitrap Q Exactive Focus tomegspektrométert
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltunk. Az dsszetevok elvalasz-
tasat Kinetex C18 oszlopon (75 x 3 mm, 2,6 um) (Phenomenex, USA) végeztiik 0,3
mL/perc aramlasi sebesség €s 25 °C oszlophdmérséklet mellett, az alabbi eluensek hasz-
nalataval. ,,A” eluens: 0,1% V/V hangyasav, ,,B” eluens: acetonitril:0,1% V/V hangyasav
(80:20, V/V). A kiilonbdz6 mintdkhoz kiilonb6z6 gradiens programokat alkalmaztunk az

alabbiak szerint.

Flavomyces fulophazii izolatumok: 0,0 perc, 10% B; 12,0 perc, 70% B.
Darksidea 1zolatumok: 0,0 perc, 20% B; 10 perc, 70% B; 12,0 perc, 90% B; 13,5 perc,
90% B; 14,0 perc, 20% B; 16,0 perc, 20% B.
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Csiperketermesztésre szolgalé komposzt és novényi alapanyagai: 0,0 perc, 20% B; 10
perc, 80% B.

Mycothermus thermophilus izolatumok és attarolas stadiumt komposztmintak: 0,0 perc,
20% B; 10,0 perc, 70% B; 12,0 perc, 90% B; 13,5 perc, 90% B; 14,0 perc, 100% B; 18,0
perc, 100% B.

Gyogyndvények fold alatti szervei és endofiton gombai: 0,0 perc, 20% B; 10,0 perc, 70%
B; 12,0 perc, 90% B; 13,5 perc, 90% B; 14 perc, 20% B.

A mintak 1,0-5,0 puL térfogatat injektaltuk. Az UV spektrumokat 230-600 nm hullam-
hossztartomanyban vettiik fel, kivéve a F. fulophazii izolatumok (250—600 nm), valamint
a csiperketermesztésre szolgalé komposzt és novényi alapanyagai (250-800 nm) eseté-
ben. A tdmegspektrumokat pozitiv és negativ ionizacids modban (switching mode) vettiik
fel, a tomegspektrométer mitkodési paramétereit a beépitett szoftver az dramlasi sebes-
séghez automatikusan optimalizalta. A detektalt ionok tomegét tomeg/toltés (m/z) értékek

formajaban adjuk meg.
3.6.4 Vegyiiletek izoldldsa és azonositdsa

A preparativ kivonatok Osszetevdit preparativ HPLC technikaval izolaltuk. Ehhez
Pharmacia LKB HPLC (Uppsala, Svédorszag) rendszert (2248 pumpak, VWM 2141 UV
detektor) hasznaltunk. Az 6sszetevoket Gemini C6-phenyl (100 x 21,2 mm, 5 pm) vagy
Gemini NX-C18 (150 x 21,2 mm, 5 pm) preparativ oszlopon (Phenomenex, USA), 5
mL/perc aramlasi sebesség és 20-25 °C oszlophdmérséklet mellett, az alabbi eluensek
haszndlataval vélasztottuk el egymastol. ,,A” eluens: 0,1% V/V hangyasav, ,,B” eluens:
acetonitril. A vegyiiletek izolalasara a kiilonb6z6 oszlopok mellett kiillonb6zd gradiens

programokat is alkalmaztunk az alabbiak szerint.

Vermelhotin, hidroxi-vermelhotin, flavoklorin A és G: 0,0 perc, 10% B; 20,0 perc, 70%
B a C6-phenyl oszlopon.

Petaszol, izopetaszol, 3-epi-petaszol, oxidalt petaszol: 0,0 perc, 30% B; 30,0 perc, 30%
B; 50,0 perc, 50% B a C6-phenyl oszlopon.

Oxidalt izopetaszol: 0,0 perc, 30% B; 60,0 perc, 30% B az NX-C18 oszlopon.
Aszkomikon A ¢s B, 6-deoxibosztrikoidin és fomopszidin: 0,0 perc, 40% B; 15,0 perc,
40% B; 20,0 perc, 50% B; 50,0 perc, 70% B; 70,0 perc, 70% B az NX-C18 oszlopon.
Monocerin: 0,0 perc, 50% B; 15,0 perc, 70% B; 18,0 perc, 70% B a C6-phenyl oszlopon.
PF1092C ¢és C-2 epimerje: 0,0 perc, 25% B; 50,0 perc, 30% B az NX-C18 oszlopon.
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Epikokkamid A és D, valamint mannuronsavas szarmazékaik: 0,0 perc, 50% B; 10,0 perc,
50% B; 40,0 perc, 70% B; 65,0 perc, 70% B az NX-C18 oszlopon.
F2928-1 és F2928-2: 0,0 perc, 55% B; 10,0 perc, 58,8% B; 40,0 perc, 70% B az NX-C18

oszlopon.

A vegyiileteket a preparativ kivonatok 500 uL térfogatait injektalva, a vegytiletek elnye-
1ési maximumaval megegyez0 hulldmhossziusagi UV detektalas mellett izolaltuk. Az izo-
lalt vegyiiletek szerkezetét nagyfelbontasti tandem tomegspektrometria (HRMS/MS), il-
letve magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia modszerekkel hataroztuk meg. A
HRMS/MS moédszer alkalmazésa soran 1075 eV titkozési energiakkal fragmentéltuk ve-

gylleteinket.

Az NMR méréseket és az NMR spektrumok elemzését Kraszni Marta és Toth Gergd
(Semmelweis Egyetem, Gyogyszerészi Kémiai Intézet), valamint Darcsi Andrés (Orsza-

gos Gyogyszerészeti és Elelmezés-egészségiigyi Intézet) végezték.
3.6.5 Vegyiiletek mennyiségi meghatdrozdsa

A vegyiiletek mintakban eléfordulé mennyiségét HPLC-MS modszerrel, a vegytiletek
lalt vegytiletek oldatai) mérése alapjan készitett kalibracios gorbék felhasznalasaval ha-
taroztuk meg (kiils6 standard kalibracidés mddszer). A nem izolalt vegyiiletek mennyisé-
gét az izolalt, rokon szerkezetii vegyliletek kalibracids gorbéi alapjan hataroztuk meg.

A komposzt ndvényi alapanyagaiban azonositott vegylileteknek a komposztgyartas
eldrehaladtaval bekovetkezd mennyiségi valtozasait a vegyiiletek komposztgyartas soran
eléforduld legnagyobb mennyiségéhez (100%) viszonyitva, szazalékban kifejezve allapi-

tottuk meg, a vegyiiletek protonalt ionjainak intenzitasat alapul véve.
3.6.6 Petaszol izomerizdciojanak vizsgdlata

Petaszol 0,02 mg tomegli mennyiségeit 100 puL desztillalt vizzel, vagy 100 pL 0,2 M
trifluorecetsav (TFE) oldattal, vagy 100 pL 0,2 M ammoénium-hidroxid oldattal kezeltiik
100 °C homérsékleten, 15 percen keresztiil, zart tivegedényekben.

Petaszol 0,02 mg tomegli mennyiségeit 100 uL 0,2 M, vagy 100 uL 2,0 M TFE oldattal
kezeltiik 100 °C hémérsékleten, 7,5, 15, 30 és 60 percen keresztiil, zart iivegedényekben.

Kezelést kovetden, az iivegedényekben 1évo oldatokat liofilizald késziilékkel megsza-
ritottuk, majd 200 pL metil-alkohol olddszerben feloldottuk, Gsszetételiiket analitikai
HPLC technikaval meghataroztuk.
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3.7 Vegyiiletek in vitro biologiai aktivitasanak tesztelése
3.7.1 Novényre gyakorolt hatds
3.7.1.1 Salatamagvak csirazasara gyakorolt hatas

Lactuca sativa L. var. capitata ,,Attrakcidé” (Rédei Kertimag, Magyarorszag) magjait
desztillalt vizzel mostuk, majd 6tdsével Petri-csészékbe (90 % 15 mm), szlirOpapirra he-
lyeztiik (o 75 mm, VWR, Magyarorszag). A magvakat 1,9 mL, a tesztelt vegyiiletek 1,0—

crer

sékleten, természetes megvilagitas mellett (Priac és mtsai 2017).
3.7.1.2 Békalencse novekedésére gyakorolt hatds

Lemna minor L. (9441-es klon) Steinberg tapoldatban elénevelt egyedeit (Naumann
¢s mtsai 2007) 24-luku tenyésztd lemez — 1,9 mL tapoldatot vagy a tesztelt vegyiiletek
(67 levél, azaz 2-3 egyed/zseb), majd hét napig fényszekrényben, 16 6ras megvilagitas
mellett, 24 °C-on inkubaltuk (Vanhoutte és mtsai 2017).

A novényekrol készitett fotokon a salata gyokér- és hipokotilhosszat, valamint a béka-
lencse leveleinek zsebenkénti szamat és Osszteriiletét az ImageJ (NIH, USA) program
segitségével hataroztuk meg (Schneider és mtsai 2012). A vegyiiletek ndvényekre gya-
korolt hatasait statisztikai modszerekkel (ANOV A, Kruskal-Wallis, Tukey-féle post hoc
teszt), a Prism v.8.0.1 (GraphPad, USA) program segitségével értékeltiik ki.

A kisérleteket és az eredmények kiértékelését Csikos Sandor (ELTE BI, Novényszerve-

zettani Tanszék) végezte.
3.7.2 Citosztatikus hatds

A vegyiileteket 12 daganatos és egy egészséges sejtvonalon, a 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) mddszerrel teszteltiik. Az alkalmazott sejtvona-
lak az aldbbiak voltak: A2058 (humén, melanoma), A431 (human, epidermoid karci-
noma), EBC-1 (human, nem-kissejtes tiidé karcindma), H838 (human, tiidé adenokarci-
néma), HEK-293 (human, embrionalis vese), HepG2 (human, hepatocellularis karci-
néma), HL-60 (human, promielocitikus leukémia), HT-29 (humén, kolorektélis

adenokarcinoma), LCLC-103H (huméan, nagysejtes tiidé karcindéma), MonoMac-6 (hu-
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man, monocitikus leukémia), SH-SY5Y (human, neuroblasztoma), U87 (human, gli-
oblasztoma) és VERO E6 (Cercopithecus aethiops, nem tumor eredetli, vese, epitelialis
sejtek).

A 96-luku tenyé€sztd lemezre eldzetesen felvitt sejteket (5.000 sejt/zseb/100 pL teljes tap-
kozeg) 1,28x10°~100 pM koncentracidtartomanyban, 24 6ran keresztiil kezeltiik vegyii-
leteinkkel. A kezelést kdvetden a sejteket szérummentes tapkozeggel mostuk, majd teljes
tapkozegben tenyésztettiik tovabbi 72 6ran keresztiil. Ezutan MTT oldatot adtunk a sej-
tekhez, majd 3,5 6rés inkubaciot kovetden a lemezeket centrifugaltuk, a feliiluszokat el-
tavolitottuk. Az ¢€l6 sejtek metabolikus aktivitasa kovetkeztében az MTT vegyiiletbdl ki-
alakult lila kristalyokat dimetil-szulfoxid (DMSO) olddszerrel oldottuk ki. A citosztazis
mértékét a zsebekben mért optikai denzitas (OD) értékekbdl, a ,.citosztazis (%)=100x(1-
ODxezelt sejtek/ODkezeletlen sejtek)” képlet segitségével hataroztuk meg, elézetesen kivonva a
hattér 620 nm-en mért elnyelését az MTT atalakulasi termékeinek 540 nm-en mért elnye-
1€sébdl (ODs40-ODe20). A citosztazis mértékét a vegyiiletek koncentracioja fiiggvényé-
ben, a Microcal™ OriginPro szoftverrel abrazoltuk, az igy kapott gérbék alapjan hataroz-
tuk meg a tesztelt vegyiiletek 1Cso értékeit (Berek-Nagy és mtsai 2021).

A kisérleteket és az eredmények kiértékelését Bosze Szilvia (ELTE Kémiai Intézet, Szer-

ves Kémiai Tanszék, Peptidkémiai Kutatocsoport) végezte.
3.7.3 Antibakteridlis hatds

A vegyiileteket Staphylococcus aureus MRSA ATCC 33591, S. aureus MSSA ATCC
29213, Escherichia coli ATCC 25922 és Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 torzsek-
kel szemben, mikrodilucios modszerrel teszteltiik. A dimetil-szulfoxid (DMSO) oldo-

szerben felvett vegyiiletekbdl, Miiller-Hinton (MH) tapleves felhasznalasaval, 200-0,39

crer

crer

datait €s a higitott baktériumszuszpenzidkat 96-lukui tenyésztd lemezek zsebeibe adagol-
tuk 50-50 uL mennyiségben. A ndvekedési kontrollként szolgald zsebekbe 50 pL higitott
baktériumszuszpenzidt és 50 pL MH taplevest, a steril kontrollként szolgalokba 100 puL
MH téplevest adagoltunk. A tenyésztd lemezeket egy éjszakan at, allandé hdmérsékleten

inkubaltuk, majd szemrevételezéssel, illetve 595 nm-en mért OD értékek alapjan hataroz-
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crer

mar gatolja a baktérium lathatdo mérték felszaporodasat.
A Kkisérleteket és az eredmények kiértékelését Dobay Orsolya (Semmelweis Egyetem,
Orvosi Mikrobiologiai Intézet) és Kovacs M. Gabor (ELTE BI, Novényszervezettani

Tanszék) végezték.
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4. EREDMENYEK
4.1 Endofiton gombak izolalasa és azonositasa

Eurazsia kiilonboz6 teriiletein gytijtott pazsitfifélék gyokereibdl, csiperketermesztésre
szolgald komposztbol és ndvényi alapanyagaibol, valamint egyes gyogyndvények
gyogyaszati jelentOséggel biro fold alatti szerveibdl endofiton gombakat izolaltunk. Az
izoldtumok azonositasahoz meghataroztuk azok ITS és akar tovabbi DNS régidinak szek-

venciait, mely szekvenciak felhasznalasaval akar filogenetikai elemzéseket is végeztiink.
4.1.1 Sotét szeptalt endofiton gombak
4.1.1.1 Flavomyces fulophazii izolatumok

A Magyarorszagon, Mongolidban és Kazahsztanban talalhatd szaraz és félszaraz fiives
tertiletek gyokérendofiton gombakozosségeinek tanulmanyozésa soran, a Knapp €s mtsai
(2015) éaltal két hazai izolatum alapjan leirt F. fulophazii faj tovabbi nyolc izoldtumat
azonositottuk Magyarorszagon gytjtott Festuca vaginata, illetve hét izolatumat Mongo-
lidban gytjtott Stipa krylovii pazsitfufélék gyokereibdl. Az igy rendelkezésiinkre allo 17
F. fulophazii izolatum (F.2. tablazat) ITS szekvencidi azonosnak bizonyultak, az ezek
felhasznalasaval végzett filogenetikai elemzés megerdsitette e faj Massarineae alrendben,
azon beliil pedig a Periconiaceae csalddban elfoglalt helyzetét (3. abra) (Knapp és mtsai

2015, 2019, Berek-Nagy €és mtsai 2021).
4.1.1.2 Darksidea izoldtumok

A Knapp és mtsai (2015) altal leirt Darksidea nemzetség 33 izolatumat azonositottuk
Mongolidban gytijtott S. krylovii, egy izolatumat Magyarorszdgon gyujtott F. vaginata,
0t izolatumat pedig Kazahsztanban gyljtott Hordeum leporinum, S. capillata és Triticum
aestivum pazsitfiifélek gyokereibdl (Knapp és mtsai 2019). A kiilfoldi kutatocsoportok
altal rendelkezésiinkre bocsatott, elsésorban Bouteloua fajok (Poaceae) észak-amerikai
fiives teriileteken, illetve a Microthlaspi perfoliatum (Brassicaceae) szerte Eurdpaban el6-
forduld egyedeinek gyokereibdl szdrmazo, Osszesen 65 izolatum koziil 64 kordbban
(Glynou ¢és mtsai 2016, Romero-Jiménez €s mtsai 2022), egy spanyolorszagi, F. rubra
subsp. pruinosa (Poaceae) gyokerébdl szarmaz6 izolatum pedig jelen munkdink kereté-
ben lett a Darksidea nemzetség képviseldjeként azonositva. A Magyarorszagrol, Mongo-
lidbol és Kazahsztanbdl szarmazo, a kutatdcsoportunk altal jelen vagy korabbi munkaink

soran izolalt (Knapp és mtsai 2012, 2015, 2019), valamint az Eszak-Amerikabol és szerte
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Eurdpabol szarmazo, kiilfoldi kutatocsoportok altal rendelkezésiinkre bocsatott izolatu-
mokkal egyiitt egy 0sszesen 106 Darksidea izolatumbol allo gylijteményre tettiink szert
(F.3. tablazat).

1001 KY794702 Periconia submersa MFLUCC 16-1098
NR 158842 Periconia submersa HKAS 92738
100] MH507020 Periconia echinochloae extr22
EU445294 Ascomycete sp. CRI247-01
MT138587 Periconia echinochloae 9Y-G56
MH859476 Periconiella saccharicola CBS 900.69
NR 160097 Periconia prolifica CBS 209.64
KY794701 Periconia aquatica MFLUCC 16-0912
og MH859902 Periconia byssoides CBS 685.70
LC014588 Periconia pseudobyssoides H4790
KY753887 Periconia thailandica MFLUCC 17-0065
JF951147 Noosia banksiae CPC 17282
MG742713 Periconia elaeidis MFLUCC 170087
MN537663 Flavomyces fulophazii MF-7 (DSE8309)
KP184000 Flavomyces fulophazii HF-9 CBS 135664
KP184001 Flavomyces fulophazii HF-10 CBS 135761
100 MN537704 Periconia macrospinosa TU41
4[[ KP183999 Periconia macrospinosa CBS 135663
1 MH856896 Periconia macrospinosa CBS 352.51
ABB809641 Stagonospora pseudoperfecta KT 889
NR 156671 Stagonospora lomandrae
NR 156586 Stagonospora trichophoricola CBS 136764
NR 155862 Stagonospora bicolor ATCC 42652
AB809643 Stagonospora tainanensis KT 1866
B4 NR 155861 Stagonospora imperaticola MFLUCC 16-2788
AB809642 Stagonospora perfecta KT 1726A
100/ NR 138388 Stagonospora perfecia CBS 135099
;6] LC014556 Helminthosporium velutinum H4626
LC014557 Helminthosporium velutinum H4739
- LC014558 Helminthosporium velutinum yone96
AB811452 Helminthosporium magnisporum HHUF 27968
LC014555 Helminthosporium dalbergiae H4628
|AB809629 Helminthosporium massarinum CBS 139690
100! AB809628 Helminthosporium massarinum KT 838
LC014568 Massarina cisti CBS 266.62
; LC014569 Massarina eburnea CBS 139697
1001 KU821481 Massarina eburnea GAF006
82 ABB811455 Keissleriella breviasca CBS 139691
100 KP183998 Darksidea alpha CBS 135650 - -
LCO14566 Lentithecium clioninum CBS 139694 Lentitheciaceae

Periconiaceae

o9
100

100

95

assarinaceae

91

0.05

3. abra. A Periconiaceae és Massarinaceae csaladokat (Massarineae, Pleosporales) reprezentald torzsek
nrDNS ITS szekvenciai alapjan késziilt maximum likelihood (ML) filogenetikai fa. Az ML elemzés soran
kapott bootstrap értékek (>70%) az elagazasoknal lathatok. A fajnevek el6tt a szekvenciak NCBI GenBank
azonositoja, mogottik pedig a torzsek kodja szerepel. Az elemzéshez felhasznalt Flavomyces fulophazii
izolatumok, valamint a vermelhotin vegytilet forrasaként szamon tartott CRI1247-01 torzs (Kasettrathat és
mtsai 2008) vastagon vannak szedve. A Periconiaceae és Massarinaceae csaladokat reprezentalo torzsek
citromsarga és narancssarga, mig a kiilcsoportként felhasznalt torzsek (Lentitheciaceae) kék hattérszinnel
vannak jel6lve. Mérce: varhato valtozas/pozicio/ag. Berek-Nagy és mtsai (2021) 1. abra.
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Meghataroztuk mind a 106 Darksidea izoldtum ITS, LSU, SSU, TEFI-a és fTUB
szekvenciait, amennyiben azok nem alltak rendelkezéstlinkre korabbi tanulmanyokbol. E
szekvencidk felhasznaldsaval a nemzetség Lentitheciaceae csaladon beliili helyzetének
megallapitasa, valamint a nemzetségen beliili leszarmazasi vonalak megkiilonboztetése

céljabol csalad- és nemzetségszintii filogenetikai elemzéseket végeztiink.

A f6bb Darksidea leszarmazasi vonalakat képviseld egy-egy izolatum ITS, LSU, SSU
¢s TEF'I-a szekvenciainak felhasznélasaval végzett csaladszintli filogenetikai elemzés
megerdsitette a Darksidea nemzetség Lentitheciaceae csaladban elfoglalt helyzetét, az
elemzés alapjan a Darksidea nemzetség a Crassoascoma és Halobyssothecium nemzet-
ségekkel, illetve a Lentithecium clioninum, L. pseudoclioninum és L. fluviatile fajokkal

egylitt képez egy leszarmazasi vonalat (4. dbra).

Az izolatumok ITS, LSU, TEFI-a és fTUB szekvencidi, illetve az ITS szekvenciak
»indel” pozicidinak binaris kddolasaval kapott matrix felhasznalasaval végzett nemzet-
ségszintl filogenetikai elemzés alapjan a 106 Darksidea izolatum 15 leszarmazasi vona-
lat (kladot) (1-15) képez (5. abra). Egyes kladok megfeleltethetok a hét kordbban leirt
Darksidea tajnak (D. alpha, D. beta, D. gamma, D. delta, D. epsilon, D. zeta és D. phi),
mig mas kladok 1) fajokat reprezentalhatnak. Az 1-es kladot alkotja az izolatumok tobb-
sége, 61 izolatum, koztiikk a D. alpha tipustorzse. A kladon beliil harom izolatum egy
magas tamogatottsagl alkladot (1A alklad) képez. Az 1-es klad és az 6t izolatum alkotta
2-es, valamint a két-két izolatumot szamlalo 3-as és 4-es kladok a nemzetségen beliil egy
teljes tamogatottsagi (ML-BS = 100 és B-PP = 1) csoportot képeznek. Az 5-6s kladot
nyolc izolatum alkotja, koztiik a D. zeta tipustorzse. A D. epsilon és a D. delta tipustor-
zsével egyiitt hat-hat izolatumot szamléalo 6-os és 7-es kladok a két izoldtum alkotta 8-as
kladdal egyiitt egy tovabbi, teljes timogatottsagu csoportot képeznek. A D. phi tipustor-
zsével egyiitt hét izolatumot szamlalo 9-es klad egy harmadik teljes timogatottsagl cso-
portot képez a minddssze egy-két izolatumot szamlalo 10-es, 11-es, 12-es és 13-as kla-
dokkal egyiitt. Utobbiak koziil a 10-es klad tartalmazza a D. gamma tipustorzsét, mig a
13-as kladot a D. beta tipustorzse adja. A 11-es és 12-es kladokat ad6 egy-egy izolatumot,
bizonytalan filogenetikai helyzetiik miatt, kizartuk a tovabbi taxonémiai munkakbol. A
nemzetség alapi leszarmazasi vonalait ado 14-es és 15-0s kladokat egy-egy izolatum rep-
rezentalja.

Az izolatumaink kiilonb6z6 szekvenciain alapuld nemzetségszintii filogenetikai elemzés

eredményeként tehat, a hét korabban leirt Darksidea fajt reprezentald hét klad mellett
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tovabbi nyolc —a 11-es és 12-es kladok kizarasa folytan hat feltehetden 0j fajt reprezen-

tald — leszarmazasi vonalat azonositottunk (5. abra).

Keissleriella breviasca HHUF 27717
Keissleriella breviasca HHUF 27718
Keissleriella poagena CBS 136767

Keissleriella rara CBS 118429
Ke:.ssfenella tnchophoncofa CBS 136770
Keissleriella gloeospora KT828
Kefssierioffa quadriseptata HHUF 30137

Keissferiella dactyldis MFLUCC 13.0751 Keissleriella,
isslerielia camporesiana MELUCC 15-0029 Fleuropiroma
Keissleriella dactylidicola MFLUCC 13-0866
Keissleriella genistae CBS 113798
Pleurophoma pleurospora GBS 130329
Keisslerfella rosacearum MFLUCC 15-0045
. [ Keissleriefla camporesii MFLUCC 15 0117
—— Keissferiella cladophila CES 104
Keissleriella rosarum MFLUC 0039
Keissleriella sparticola MFLUCC 14 0196
Keissferielia tamaricicola MELUCC 14-0168
Keissleriella linearis MFLUCG 19-0410
Keissleriella phragmiticola MFLUCC 17-0779
Murilentithecium clematidis MFLUCG 14-0562
Murifenitithecium rosae MFLUCC 15-0044 q . .
Murilentithecium lonicerae MFLUCC 18-0675 Murifentithecium,
Phragmocamarosporium hederae MFLUCC 13-0552 Phragmocamarosporium
Phragmocamarosporium platani MFLUCC 14-1191
Phragmocamarosporium rosae MFLUCC 17-0797
Keissleriella bambusicola KUMCC 18-0122 p a
Keissleriella caraganae KUMCC 18-0164 Keissleriella
Keissleriella yonaguniensis HHUF 30138
7anse. — Darksidea alpha CBS 135650
Darksidea eta nom. prov. CBS 148423 (TU57)
Darksidea theta nom. prov. CBS 148435 (DS318)
Darksidea iofa nom. prov. DSM 110836 (P2491)
’ Darksidea beta CBS 135637
san |- Darksidea gamma CBS 135634
Darksidea phi CBS 148429 (DS819) i
Darksidea delta CBS 13563 Darkeiies
Darksidea kappa nom. prov CBS 148426 (SP55)
Darksidea epsifon CBS 13565
Darksidea zeta CBS 135640
Darksidea lambda nom. prov. DSM 110851 (P2938)
DSE izolatum Arfemisia fridentata névenybol
Darksidea omega nom. prov. DSM 110838 (P1376)
Crassoascoma potentillae CGMCGC 3.20483
ﬁCrassoascoma potentiffae UESTCC 21.0011
100 | Crassoascoma po UESTCC 21.0012
Crassoascoma potentillae UESTCC 21.0010
Halobyssothecium bambusicola MFLUCC 20-0226
Halobyssothecium kunmingense KUMCC 19-0101
Halobyssothecium phragmitis MFLUCC 20-0223
Halobyssothecium cangshanense DLUCC 0143
2601~ Halobyssothecium unicellulare MD129
Halobyssothecium uniceflulare MD 6004 a
Halobyssothecium carbonnsanum CBS 144076 Halobyssothecium
100_r Hafobyssothecium estuariae MFLUCC 19-0386
Halobyssothecium estuariae MFLUCC 19-0387
Halobyssothecium obiones 20AV2566
Halobyssothecium obiones 27AV2385
Halobyssothecium obiories MFLUCC 15-0381
Halobyssothecium voraginesporum MD1342
Lentfthecium pseudoclioninum KT1111
Lentithecium fluviatile CBS 123090 Lentithecium
Lentithecium clioninum KT1149A
Lentithecium aquaticum CBS 123099
Tingoldiago graminicola KT891
Tingoldiago graminicola KH68
Tingoldiago hydei MFLUCC 18-0499 Tingoldiago
Tingoldiago clavaia MFLUCC 19-0496
Tingoldiago clavata MFLUCC 19-0495

or098 — Poaceascoma aquaticum MFLUCC 14-0048
a5 Poaceascoma aquaticum MFLUCC 18-0981
099 | s Poaceascoma filiforme CPC 33467
87 0 Poaceascoma halophila MFLUCC 15-0849

P oma filiforme HQ2 Poaceascoma
0 ® [ Poaceascoma helicoides MFLU 110172 o 0
Poaceascoma helicoides MFLUCC 11-0136
— ———————— Poaceascoma taiwanense MFLUCC 18-0083
Setoseptoria arundelensis MFLUCC 17-0759
Setoseptoria englandensis MFLUCC 17-0778
Sefoseptoria scirpi MFUCC 14-0811
Setoseptoria lulworthcovensis MFLU 18-0110 Setoseptoria
Setoseptoria phragmitis CBS 114802
Stagonospora macropychidia CBS 114202
Setoseptorfa magniarundinacea KT1174

Crassoascoma

Lentitheciaceae

100

= Neoophiosphaerella sasicola KT1706 Neoophiosphaerella
1 Katumotoa bambusicofa KT1517a Katumotoa
Towyspora aestuari MFLUCC 15-1274 Towyspora
Pseud sphaeronema martineli CBS 135986 Macrodiplodiopsidaceae
100 —— Flavomyces fulophazii CBS135761 S
— Periconia macrospinosa CBS135663 Periconiaceae

01

4. abra. A Lentitheciaceae csalad (Massarineae, Pleosporales) reprezentativ szekvenciai alapjan késziilt
filogenetikai fa. Az 50%-o0s tobbségi konszenzus fa négy lokusz (ITS, LSU, SSU és TEF[-a) kombinalt
adatsoranak Bayes-alapu filogenetikai elemzésével késziilt. A maximum likelihood elemzés soran kapott
bootstrap értékek (>70%) az adgak folott vagy a tortvonalak el6tt, mig a Bayes-alapu elemzés soran kapott
poszterior valészinliségi értékek (>0,90) az agak alatt vagy a tortvonalak mogott 1athatok. A Lentithecia-
ceae csalad egyes nemzetségeit reprezentalo torzsek sarga és zold, mig a kiilcsoportként felhasznalt torzsek
(Macrodiplodiopsidaceae és Periconiaceae) kék hattérszinnel vannak jelolve. A jelen munkaink keretében
azonositott 0j Darksidea fajok vastagon vannak szedve. Mérce: varhato valtozas/pozicio/ag.
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82/0.98~

-10.97 1

83
0.98

100}
1

P8013 (DSM 110854)/ Németorszag / Microthlaspi perfoliatum
F P2969 (DSM 110856)/ Németerszag / M. perfoliatum
r MD29 / Mongdlia / Stipa krylovii
TU30 / Mangolia/ St. krytovir
 MD24 / Mangdlia / St. krylovii
{ MDO7 / Mongdlia / St. krylovii
MDQ6 / Mongdlia / St. krylovii
—— K235/ Kazahsztan/ St. capillata
[ KGO37 / Kazahsztén / Triticurn aestivurm
KGO091/ Kazahsztan/ T. aesfivum
— DSE7/Fest3/ Magyarorszag / Festuca vaginata
— DSE7/30 (CBS 135656)/ Magyarorszag / Fe. vaginala
+————DSE7/28 (CBS 135654) f Magyarorszag / Fe. vaginata
DSE7/27 (CBS 135653)/ Magyarorszag / Fe. vaginata
DSE7/26 (CBS 135652) f Magyararszag / Fe. vaginata
DSE7/24T(CBS 135650)/ Magyarorszag / Fe. vaginata
DSE7/20 (CBS 135646) f Magyarorszag / Fe. vaginata
{ DSE7/18 (CBS 135645} / Magyarorszag / St. borysthenica
DSE7/17 (CBS 135643)/ Magyararszég / St. borysthenica
I DSE7/15 (CBS135641)/ Magyarorszag / Ailanthus alfissima
98 DSE7/05 (CBS135631) f Magyarorszag / Fe. vaginata
87 { DSE7/06 (CBS135632) f Magyarorszag / Fe. vaginata
0.99 DSE7/16 (CBS 135642) / Magyarorszag / Fe. vaginata
DSE7/04 (CBS 135630}/ Magyarorszag / St. borysthenica
|- DSE7/01(CBS 135627)/ Magyarorszég / Bromus tectorum
- DS49/ Egyesilt Allamok / Bouteloua dactyloides
DS439 / Egyestlt Allamok / Bo. eriopoda
 DS362 f Egyesilt Allamokl Bo. erigpoda
 DS356 / Egyesiilt Allamok / Bo. eriopada

[+ DSSSSIEgyesG\tA\IamokJ‘Bo erfopoda

|- DS351/ Egyesiilt Allamok / Bo. eriopoda
—— DS319/ Egyesillt, Allamok / Bo. eriopoda
LT DS330/ Egyesu\tA\lamckI Bo. gracifis
DS317 / Egyestilt Allamok / Bo. gracilis
—D8312/ Egyesi.i\tA\lamokf Bo. gracilis
+— DS308/ Egyesiilt Allamok f Bo. gracilis
— DS307/ Egyesﬂl[AIIamokl Bo. gracilis
— DS306 / Egyesiilt Allamok / Bo. gracilis
— DS305/ Egyesiilt Allamok / Bo. gracilis
- DS301 / Egyesiilt Allamok/ Bo. graciiis
= DSZQ?IEgyesiiItAHamokl Bo. gracilis
- DS296 / Egyeslilt Allamek / Be. gracilis
|- DS244 | Egyesult Allamok / Bo. dactyloides
|- DS242 / Egyesiilt Allamok / Bo. daclyfoides
|- DS237 / Egyesiilt Allamok / Bo. dactyloides
— Ds227/ Egyesult'Al\amokl Bo. dactyloides
- DS219/ Egyesiilt Allamok / Bo. dactyloides
|- DS213/ Egyesiilt Allamok / Bo. dactyloides
- DS200/ Egyesilt Allamok / Bo. dactyloides
88— DS195/ Egyesiilt Alamok / Bo. dactyloides
{ DS38/ EgyesultAHamokIAndropogon gerardif
DS192 / Egyesiilt Allamok / Bo. dactyloides
—DS154/ EgyesuhAllamok ! Bo. gracilis
|— DS151 / Egyesiilt Allamok / Bo. gracilis
-DS145/ EgyesullAIIamokao gracilis
DS138/ Egyesiilt Allamok / Bo. gracilis
— DS1164 / Egyesiilt Allamok / Bo. gracilis

;109
2|
100 —— Lentithecium ciioninum CBS 1386947
e=rrr= Lentithecium pseudociioninum HHUF 290557

P6097 (DSM 110860)/ Németorszag / M. perfoliatum

99— DS429 (CBS 148437) / Egyesiilt Allamok / Bo. eriopoda
%'j DS428 (CBS 148436) / Egyesiilt Allamak / Bo. eriopoda

DS1324 (CBS 148438)/ Egyesiilt Allamok f Bo. eriopoda
MD&1 / Mongdlia / St. krylovii

TUSB / Mongdlia [ St. krylovi

TUS7T(CBS 148423)/ Mongdlia | St. kryolvii

76~ DS246 (CBS 148434)/ Egyesiilt Allamok / Bo. dactyloides
DS232 (CBS 148433)/ Egyesult Alamok/ Bo. dactyloides

—ggﬂ"(CBS 148435)/ Egyesiilt Allamck / Bo. daciyloides
1 DS318 (CBS 148432) / Egyesiilt Allamok / Bo. eriopoda
97 ~ MDB5 / Mongédlia / St. kryfovii

P2491T(DMS 110836) / Spanyolorszag / M. perfoliatum

TU3¢ / Mongdlia/ St. knvovii

TU38 / Maongdlia/ St. krylovii

TU33 / Mongdlia/ St. krylovii

MD&4 / Mangdlia / St. krylovii

MD63 / Mongdlia / St. krytovii

DSE7/14T(CBS 135640)/ Magyarorszag / Fe. vaginata

DS361/ Egyesu\tA\Iamukt‘ Bo. erfopoda

DS 1424 Egyestlt Allamok / Bo. gracifis

DSE7/227(CBS 135668) / Magyarorszag / St. borysthenica

P2393 (DSM 110846} / Franciaorszag / M. perfofiatum

P2394 (DSM 110845)/ Franciaorszag / M. perfaliatum

P2872 (DSM 110844}/ Németorszag / M. perfoliatum

P2930 (DSM 110839)/ Németarszag / M. perfoliatum

P2499 (DSM 110842)/ Spanyolorszag ! M. perfoliafum

KG537 / Kazahsztan / Hordeum leporinum
KG409/ Kazahsztan/ T. aestivum

P2754 (DSM 110847}/ Gorégorszdg / M. perfoliatum

P1314 (DSM 110832)/ Spanyolorszag f M. perfoliatum

10.99 97 - DSE7/13 (CBS 135639) / Magyarorszag / Fumana procumbens
DSE7/03 (CBS 135629) f Magyarorszag / Fe. vaginata
P2519(CBS 110852)/ Spanyolorszag / M. perfoliatum

SP55T(CBS 148426)/ Spanyolorszég ! Fe. rubra subsp. pruinosa

DS211 f Egyesiilt Allamok / Bo. dactyloides
031 93/ Egyesiilt Allamok / Bo. dactyloides

DSE7/07 (CBS 135633) / Magyarorszag / Fe. vaginata
DSE7/08T(CBS 135634) / Magyarorszag / Fe. vaginata
P1825 (DSM 110835}/ Bulgaria f M. perfoliatum
P1774 (DSM 110834)/ Bulgéria/ M. perfoliatum

DSE7/117(CBS 135637)/ Magyarorszag / Fe. vaginata
P2088T (DSM 110851)/ Németorszag / M. perfoliatum
P1378T(DSM 110838)/ Spanyolorszag / M. perfoliatum

Lentithecium (kiilcsoport)

klad 1: D. alpha

klad 1A: D. alpha

klad 2: D. eta nom. prov.

klad 3: D. theta nom. prov.

klad 4: D. iota nom. prov.

klad 5: D. zeta

klad 6: D. epsifon

klad 7: D. delta

klad 8: D. kappa nom. prov.

DS1626 (CBS 148428) / Egyesiilt Allamok / Bo. gracilis

DS025 (CBS 148432) / Egyesillt Allamok / Schizachyrium scoparium
DS697 (CBS 148431)/ Egyesiilt Allamok / Bo. gracilis

DS194 (CBS 148427)f Egyesiilt Allamok / Bo. dactyloides

D3S9197T(CBS 148429)/ Egyesiilt Allamok / Bo. dactyloides

klad 9: D. phi

klad 10: D. gamma
klad 11: Darksidea sp.
klad 12: Darksidea sp.
klad 13: D. beta

klad 14: D. fambda nom. prov.
klad 15: D. omega nom. prov.

5. abra. A munkdink soran vizsgalt 106 Darksidea izolatum szekvencidi alapjan késziilt filogenetikai fa.

Részletek a kovetkezo oldalon.
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5. abra folytatisa. Az 50%-os tobbségi konszenzus fa négy l6kusz (ITS, LSU, TEFI-a, fTUB), valamint
az illesztett ITS szekvencidk ,,indel” pozicidinak binaris kodolasaval kapott matrix kombinalt adatsoranak
Bayes-alapu filogenetikai elemzésével késziilt. A maximum likelihood elemzés soran kapott bootstrap ér-
tékek (=70%) az agak folott vagy a tortvonalak el6tt, mig a Bayes-alapt elemzés soran kapott poszterior
valoszintiségi értékek (=0,90) az agak alatt vagy a tortvonalak mogott lathatok. Az izolatumok kodja mel-
lett azok torzsszama, szarmazasi helye €s gazdandvénye szerepelnek. A ,,T” betiivel megjeldlt torzsek ti-
pustorzsek. A Darksidea nemzetség egyes leszarmazasi vonalait (fajait) reprezental6 izolatumok sarga és
z61d, mig a kiilcsoportként felhasznalt torzsek (Lentithecium) kék hattérszinnel vannak jeldlve. A jelen
munkaink keretében azonositott 0j Darksidea fajok pirossal vannak szedve. Mérce: varhato valtozas/pozi-
cio/ag.

A Darksidea fajok tipustorzseinek ITS szekvenciai, valamint az azokkal legalabb
95%-ban azonos, az NCBI GenBank adatbazisabol letoltott szekvenciak felhasznalasaval
végzett filogenetikai elemzés alapjan, a nemzetségen beliil, az izolatumaink altal (is) rep-
rezentalt kladokon (1-15) feliil legalabb hét, timogatott (ML-BS > 70 és/vagy B-PP >
0,90), egynél tobb szekvenciaval reprezentalt (,,non-singleton”) leszarmazasi vonal (16—
22) kiilonboztetheté meg. A Darksidea nemzetség tenyésztett és tenyészetbe nem vont
képviseldinek szekvencidit (,,uncultured sequences”) egyarant felsorakoztat6 filogeneti-
kai fan a szekvencidk tobbsége a 15 kladot reprezentald izolatumaink szekvenciaihoz tar-
sul. Az izoldtumaink altal nem reprezentalt leszdrmazasi vonalak (16—22) koziil a 18-as,
19-es és 21-es kladokat szinte kizérolag a nemzetség tenyésztett, mig a 16-os, 17-es, 20-
as ¢és 22-es kladokat szinte kizdrdlag a nemzetség tenyészetbe nem vont képviseldinek
szekvenciai adjak. A Darksidea nemzetség tenyésztett és tenyészetbe nem vont képvise-
18inek szekvenciai alapjan tehat, az ismert fajokat reprezentald hét kladon kiviil nem csak
az izolatumaink &ltal is képviselt nyolc, hanem tovabbi hét, akar uj fajokat reprezentald

leszarmazasi vonal is megkiilonboztethetd.
4.1.2 Csiperketermesztésre szolgalo komposzt endofiton gombai
4.1.2.1 Jellemzo novenyi alapanyagok endofiton gombai

Csiperketermesztésre szolgaldo komposzt jellemzd ndvényi alapanyagainak (buza-, bi-
obuza-, arpa- és repceszalma, valamint napraforgé termésfal) egy-egy mintajat dolgoztuk
fel endofiton gombak izolaldsa céljabol (1. tablazat). A felszinsterilizalt novényi részek-
b6l mindegyik minta esetében novekedésnek indultak gombak (6.A—C abrak). Osszesen
98, buzabdl 31, bioblizabol 22, arpabol 25, repcébdl 15, napraforgdbdl pedig 5 izolatumra
tettiink szert. A biobtiza esetében a mintdban szamottevé mennyiségben eléfordul6d gyom-
novénybdl is izolaltunk gombakat, ezeket azonban nem kezeltiik kiilon a szalméabol izo-

lalt gombaktol.
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6. abra. Szalma- ¢s komposztmintak felszinsterilitalt részeibdl ndvekedésnek indult micéliumok. Mintak:
biobtiza kaldsztengely (A), repceszar (B), napraforgd termésfal (C), bunkertoltés (D, E), els6 atrakas (F),
attarolas (G) és kitarolas (H, I). Fotok: Berek-Nagy Péter Janos.

Az izolatumok eredetét, azonositasuk eredményét a 2. tablazat foglalja 6ssze az alab-

biak szerint.

Az izolatumok donto tobbsége, 88%-a az Ascomycota, mig 11%-a a Mucoromycota,
1%-a pedig a Basidiomycota torzsbe tartozik. Az izolatumok kozott névényi alapanya-
gonként (buza, biobuza, arpa, repce és napraforgd) is az aszkuszos gombak (tomlésgom-
bak) dominalnak. A buzabdl szarmazo izolatumok 97%-a, a biobuzabdl szarmazok 68%-
a, az arpabol szarmazok 92%-a, a repcébdl szarmazok 93%-a, mig a napraforgdbol szar-

maz6 izolatumok 80%-a tartozik az Ascomycota torzsbe (2. tdblazat).

A tomldsgomba izoldtumok tobbsége, 64%-a a Dothideomycetes, 30%-a a Sordario-
mycetes, a maradéka pedig az Eurotiomycetes, Leotiomycetes €s Saccharomycetes osz-
talyokba tartozik.

A Dothideomycetes osztalyon beliil, ahova tehat a tdmlésgomba izolatumok tobbsége
tartozik, egyediil a Pleosporales rend képviseldit, szinte kizarolag Alternaria izolatumo-
kat azonositottunk. Ezzel szemben, a Sordariomycetes osztalyon beliil, ahova feleannyi
izolatum tartozik, szamos rend (Hypocreales, Xylariales, Sordariales és Glomerellales)
képviseldit azonositottuk. A reprezentalt rendek koziil a Hypocreales dominal, ahova az
osztalyba tartoz6 izolatumok 54%-a, elsésorban Fusarium izolatumok tartoznak. Emli-
tésre mélto a Xylariales rend az osztalyt képviseld izolatumok 23%-aval, igaz, ezen izo-
latumok mindegyikét egyetlen ndvényi alapanyagbol, a buizabdl izolaltuk.

A tomldésgomba izolatumok korében nem csak Osszességében, hanem ndvényi alapanya-
gonként is jellemzden a Pleosporales rend képvisel6i dominédlnak, mivel a bizabdl, arpa-
bol és repcébdl szarmazd tomlésgomba izoldtumok rendre 60, 78 és 71%-a ebbe a rendbe
tartozik. Hasonldan, a Sordariomycetes osztalyba tartozé izolatumok korében sem csak

Osszességében, hanem legalabb egyes novényi alapanyagok esetében is egyértelmiien a
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Hypocreales rend képviseldi dominalnak, a biobuzabdl és arpabol szarmazo, az osztalyba

tartozé izolatumok rendre 86 és 60%-a ugyanis ebbdl a rendbdl kertil ki (2. tablazat).

A Mucoromycota torzsbe tartozé izolatumok a Mucorales rend féleg Lichtheimia és
Rhizopus nemzetségeit képviselik, zommel biobuzabdl és a mintaban egyarant jelenlévo

gyomnoveénybdl lettek izoldlva (2. tablazat).

A Basidiomycota torzsbe tartozo, arpabdl szarmazo egyetlen izolatum a Tremellales

rend Vishniacozyma nemzetségét képviseli (2. tablazat).
4.1.2.2 Komposztgyartas soran azonositott endofiton gombak

Mivel a csiperketermesztésre szolgalé komposzt jellemz6 novényi alapanyagaibol si-
keriilt endofiton gombakat izolalnunk, hat komposztgyartasi sort nyomon kdvetve, a
komposztgyartés kiilonbozd 1épéseit reprezentald 49 mintat dolgoztunk fel hasonlokép-
pen. A feldolgozott mintak magukban foglaljék a technoldgiai vizben 4zott névényi alap-
anyagokat, a komposztgyartas soran hozzaadott szalmas csirke- és lotragyat, illetve a kii-
16nb6z6 elsd, masodik és harmadik fazisi komposztmintakat (1. tablazat). A mintakbol
szdrmazo izolatumok eredetét, azonositasuk eredményét a 3. és F.4. tablazatok foglaljak

Ossze az alabbiak szerint.

A technoldgiai vizben azott ndvényi alapanyagok koziil harom gyartasi sorbdl szar-
mazo hét mintat dolgoztunk fel, harom &zott buza-, harom azott arpa- és két azott rep-
cemintat (1. tablazat). A felszinsterilizalt ndvényi részekbdl szinte az Gsszes minta eseté-
ben novekedésnek indultak gombdk, dsszesen 31, elsésorban buzabdl szarmazd izola-
tumra tettlink szert.

A jellemzd nyers ndovényi alapanyagokbol (buza, bioblza, arpa, repce €s napraforgd)
szarmaz0 izolatumokhoz hasonldan, az 4zott ndvényi alapanyagokbdl szarmazo6 31 izo-
latum dontd tobbsége, 84%-a az Ascomycota, mig 10%-a a Basidiomycota, 6%-a pedig
a Mucoromycota torzsbe tartozik. A tdmlésgomba izoldtumok tobbsége, 58%-a azonban
nem a Dothideomycetes, hanem a Sordariomycetes, 35%-a pedig az Eurotiomycetes osz-
talyokba tartozik. A Sordariomycetes osztalyon beliil kizadrolag a Hypocreales rend kép-
viseldit, szdmos Fusarium, illetve a jellemzd nyers novényi alapanyagokra még kevésbé
jellemzd Trichoderma izolatumot azonositottunk. Az azott novényi alapanyagokbol szar-
mazo izolatumok esetében erdsebben reprezentalt Eurotiomycetes osztalyon, illetve Eu-
rotiales renden beliil az Aspergillus mellett a Penicillium nemzetség képviseldit is azono-

sitottuk (3. tablazat).
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2. tablazat. Csiperketermesztésre szolgalé komposzt jellemzd ndvényi alapanyagaibdl izolalt endofiton gombak.

izolatumok rendszertani besorolasa

izolatumok szama n6vényi alapanyagonként

torzs osztaly rend nemzetség buzaszalma biobiiza- arpaszalma repceszalma fap raforgo
szalma termésfal
Dothideomycetes Pleosporales ﬁ)lf:;:zls;;zaora 1_8 ? 135 1_0 %
Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillus - 1 - 1 |
Leotiomycetes Helotiales Sclerotinia - - - 1 -
Saccharomycetes Saccharomycetales Meyerozyma - - - - |
Gibellulopsis - 1 - - -
Glomerellales Plectosphaerella - - - 1 -
Fusarium 2 5 3 1 -
Ascomycota Hypocreales Sarocladium - 1 - - -
Trichoderma 2 - - - -
Sordariomycetes . Chaetomium s.1. ! - - - -
Sordariales Gelasinospora - - 1 - -
Sordaria 1 - 1 - -
Arthrinium 1 - - - -
. Biscogniauxia 1 - - - -
Xylariales Hypofy Ton 1 - - - .
Nigrospora 3 - - - -
Basidiomycota Tremellomycetes Tremellales Vishniacozyma - - 1 - -
Lichtheimia - 4 1 - -
Mucoromycota Mucoromycetes Mucorales Mucor - 1 - - -
Rhizopus 1 2 - 1 1
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Az azott ndvényi alapanyagokbol szarmazo izolatumok kdrében nem csak 6sszességében,
hanem mintanként is jellemz6 az Ascomycota térzs, azon beliil pedig a Hypocreales (Sor-

dariomycetes) vagy Eurotiales (Eurotiomycetes) rendek dominancidja (F.4. tablazat).

A komposztgyartds soran hozzdadott szalmas csirke- és lotragya ot gyartasi sorbol
szarmazd nyolc mintajat dolgoztuk fel (1. tablazat), endofiton gombék izolalasa céljabol
csak a benniik 1év6 szalmat felhasznalva. Lotragyabol 28, mig csirketragyabol egy izola-
tumra tettlink szert.

A lotragyabol szarmazé izolatumok 68%-a az Ascomycota torzsbe, mig azok 53%-a a
Sordariomycetes osztalyba tartozik. Az Ascomycota torzset, illetve a Sordariomycetes
osztalyt képviseld izolatumok azonban korantsem dominalnak minden egyes mintaban.
A harmadik és hatodik gyartasi sorok esetében az Ascomycota és Mucoromycota torzsek
képviseldinek szdma megegyezik, az elsd gyartési sor esetében pedig nem is azonositot-
tunk a Sordariomycetes osztalyba tartozo, 16tragya eredetli izolatumot.

A tomldsgomba izolatumok eloszlasa a reprezentalt rendek kozott egyenletes, kiemel-
kedd rendet vagy nemzetséget nem azonositottunk.

A Mucoromycota térzset az izoldtumok, a nyers és azott ndvényi alapanyagok esetében
megszokottnal nagyobb hanyada, 32%-a képviseli, mig a Basidiomycota torzs egyetlen

képviseldjét sem azonositottuk (3. tablazat).

A ndvényi alapanyagokon és a tragyamintakon tal kiilonb6z0 elsd, méasodik és harma-
dik fazist komposztmintdkat is feldolgoztunk endofiton gombak izoladlasa céljabol (1.
tablazat). A 33 feldolgozott komposztmintabol 23 (70%) esetében a — felszinsterilizalva,
steril csapvizzel mosva vagy kozvetleniil — taptalajra helyezett ndvényi részekbdl nove-

kedésnek indultak gombak (6.D—I dbrak), 6sszesen 138 izolatumra tettiink szert.

Az izolatumok szama a gyartasi sorok és a gyartas kiilonbozd 1épéseit reprezentald kom-
posztmintdk fliggvényében az alabbiak szerint alakult. Gyartasi soronként 15, 17, 30, 27,
31 és 18 izolatumra tettiink szert. A kiillonb6z6 gyartasi sorokbol szarmazo izolatumokat
0sszesitve a bunkertoltésbol 55, az elso atrakasbol 30, a masodik atrakasbol 12, a kisze-
désbdl szintén 12, az attarolasbol 18, mig a kitdrolasbol 11 izolatumra tettiink szert. Az
izolatumok szama a komposztgyartas elérehaladtaval, a gyenge felszinsterilizalas vagy
annak elhagyasa ellenére, a bunkertdltéstdl a masodik atrakasig vagy a kiszedésig csok-

kent, mig onnantol jellemzden az attarolasig nott.
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3. tablazat. Csiperketermesztésre szolgalé komposzt eldallitasa soran mintatipusonként izolalt endofiton gombak.

izolatumok rendszertani besorolasa izolatumok szdma mintatipusonként®
" ) . dzott novényi alap- | tragyamintdk komposztmintdk tipusai
torzs osztaly rend nemzetség anyagok tipusai tipusai
4B | 4A | 4R | CsT | LT | BT | ARl | AR2 | KSz | AT | KT
Capnodiales Cladosporium - - - - - - 3 1 1 - -
. Dothideales Aureobasidium - - - - 1 = = = - - -
Dothideo- -
mycetes Pleosporales Aliernaria 1 1 - - 2 - L - ~ 1 =
Y P Epicoccum - - - - - = 1 = = - -
Venturiales Ochroconis = = = - - - 1 - - - _
. . Aspergillus 3 1 - 1 3 25 9 4 3 1 1
Eurotiomycetes | Eurotiales Penicillium/Talaromyces 2 2 1 - 1 8 1 2 1 - 9
Saccharomycetes | Saccharomycetales | Galactomyces - - - - 2 - 1 - 1 - -
Ascomycota -
Hvpocreales Fusarium 5 1 - - 4 2 3 1 - - -
M Trichoderma 3 2 4 - 1 4 - = = = =
Microascales Scopulariopsis - - - - - - = 1 = - -
. Chaetomium s.1. - - - - 2 3 = - - -
Sordariomycetes
Sordariales Corynascus = - - - 1 1 = = = = =
Mycothermus = = = - - - - - 6 16 1
Triangularia - = > - 1 - - - - _ _
Xylariales Nigrospora = > > - 1 - - - - _ _
Agaricales Hormographiella - 1 - - = = = - - -
Basidiomycota | Agaricomycetes | Atheliales Athelia - - 1 - - = = - - - -
Polyporales Phanerochaete 1 - - - - = = - - - -
Lichtheimia 2 - - - 3 9 2 2 - - -
Mucoromycota | Mucoromycetes | Mucorales Mu‘cor = - - - 2 2 6 - ~ = =
Rhizomucor - - = - - - - 1 - - _
Rhizopus - = > - 4 1 - - _ _

2 A nyomon kovetett hat gyartasi sorbol szarmazo izolatumok mintatipusonként dsszesitett szama.
Mintatipusok: 4zott biizaszalma (aB), 4zott arpaszalma (aA), azott repceszalma (4R), (szalmas) csirketragya (CsT), (szalmas) 16tragya (LT), bunkertoltés (BT), elsé atrakas
(AR1), masodik atrakas (AR2), kiszedés (KSz), attarolas (AT) és kitarolas (KT).
A technolégiai vizben azott ndvényi alapanyagokbol szarmazé izolatumok kék, mig az els6, méasodik €s harmadik fazisi komposztmintakbol szarmazé izolatumok rendre zold,
piros és sarga hattérszinnel vannak jeldlve.
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A komposztmintadkbol szarmazoé izoldtumok dontd tobbsége, 83%-a az Ascomycota,
17%-a pedig a Mucoromycota torzsbe tartozik (3. tdblazat). A csiperkével atszovetett
komposztmintak (kitarolds) tobbségébdl a taptalajon ndvekedésnek indult a
Basidiomycota torzsbe tartozo Agaricus bisporus, ezt azonban nem vettiik szadmitasba az
eredmények Gsszesitésekor. A tomlésgomba izoldtumok nem csak 6sszességében, hanem
az egyes gyartasi sorokbol és a gyartas egyes lépéseit reprezentald komposztmintakbol
szarmazo6 izolatumok korében is dominalnak. Az els6 gyartasi sorbol szarmazo izolatu-
mok 73%-a, a masodikbol szarmazok 100%-a, a harmadikbol szarmazok 90%-a, a ne-
gyedikbdl szarmazok 82%-a, az 6tddikbdl szarmazok 71%-a, mig a hatodik gyartasi sor-
b6l szdrmazo izolatumok 83%-a tomldsgomba (F.4. tablazat). Hasonldan, a bunkertoltés-
bol szarmazoé izolatumok 78%-a, az els6 atrakasbol szarmazok 70%-a, a masodik atra-
kasbol szarmazok 75%-a, mig a kiszedésbol, attarolasbol és kitarolasbol szarmazo izola-
tumok 100%-a képviseli az Ascomycota torzset (3. tablazat). Rdadasul, az egyes mintak-
bol szarmazd izolatumok korében is jellemzoen a tomlésombak dominalnak. Emlitésre
mélto kivétel az 6todik gyartasi sor elsd atrakéasa, mely esetében az izolatumok 64%-a a
Mucoromycota torzset képviseli (F.4. tablazat).

A komposztmintakbol szarmazéd tomldsgomba izolatumok tobbsége, 56%-a az Euro-
tiomycetes, 34%-a a Sordariomycetes, a maradéka pedig a Dothideomycetes és Saccha-
romycetes osztalyokba tartozik. Mivel az Eurotiomycetes osztalyt képviseld, zommel As-
pergillus izolatumok egytdl egyig az Eurotiales rendbe tartoznak, a komposztmintakbol
szarmazo6 izolatumok korében ez a leginkabb reprezentalt rend. A Sordariales rend, ahova
a tomldsgomba izoldtumok 25%-a, a Sordariomycetes osztalyt képviseld, zommel Mycot-
hermus 1zolatumok 72%-a tartozik, szintén szamottevdé mértékben képviselteti magat. A
komposztgyartas elérehaladtaval azonban, a kiilonb6z6 fazist komposztmintakbdl szar-
maz6 izolatumok korében mas-mas osztalyok, rendek, illetve nemzetségek a leginkabb

reprezentaltak (3. tablazat).

Az els6 fazisti komposztmintakbdl (bunkertoltéstol a kiszedésig) szarmazo izolatumok
korében 0sszességében az Eurotiales rend domindl, ahova az 6sszes izolatum 49%-a, a
tomldsgomba izolatumok 62%-a tartozik. A dontéen Aspergillus izolatumok képviselte
Eurotiales rend (Eurotiomycetes) mellett a zémmel Lichtheimia €s Mucor izolatumok
képviselte Mucorales (Mucoromycetes), a Fusarium és Trichoderma izolatumok képvi-

selte Hypocreales (Sordariomycetes), valamint a zommel Chaetomium és Mycothermus
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izolatumok képviselte Sordariales (Sordariomycetes) rendek is kiemelendék. Mig az Eu-
rotiales, Hypocreales és Mucorales rendek bunkertoltésben (és az elsd atrakasban) gya-
kori képviseldinek szama az elsé fazis elérehaladtaval csokkent, addig a Sordariales rend
az elso fazis kezdetén (bunkertoltés) a Chaetomium, a végén (kiszedés) pedig a Mycot-
hermus izolatumok révén egyarant képviseltette magat. A Capnodiales rendbe (Dothide-
omycetes) tartozd Cladosporium nemzetség egynéhany izoldtuma az elsd fazis szinte

mindegyik tipust komposztmintdjabol azonositasra keriilt (3. tablazat).

A masodik fazisu, hokezelt komposztmintakbdl (attarolas) szarmazo izolatumok korében
Osszességében a Sordariales rend domindl, ahova az 6sszes izolatum 89%-at addé Mycot-
hermus izolatumok tartoznak (3. tdblazat). A feldolgozott mintak tobbségénél a taptalajra
helyezett ndvényi részek mindegyikébdl ndvekedésnek indultak a Mycothermus izolatu-
mokeéval megegyezd kinézetli tenyészetek (6.G abra) abban az esetben, ha a ndvényi ré-
szeket egyaltalan nem, vagy csak a leggyengébb moddszerrel — 15 masodpercig 70%-0s
etil-alkoholban majd néhany percig steril csapvizben inkubélva — felszinsterilizaltuk. K-
vetkezésképpen, a Mycothermus izoldtumok szdma joval magasabb lenne, ha az 6sszes
novekedésnek indult tenyészetet izolaltuk volna. Két minta, az elsd és hatodik gyartasi
sor attarolasa esetén Mycothermus tenyészetek nem indultak ndvekedésnek egyetlen tap-
talajra helyezett ndvényi részbdl sem. A komposztgyartas folyamatanak tobbszori nyo-
mon kovetése soran izolalt 23 Mycothermus izolatum mindegyikét a M. thermophilus faj

képviseldjeként azonositottuk.

A harmadik fazisu, csiperkével atszovetett komposztmintakbol (kitarolds) az eredmények
Osszesitésekor szamitasba nem vett, a taptalajra helyezett novényi részek tobbségébdl no-
vekedésnek indult Agaricus bisporus tenyészeteken (6.H abra) kiviil zommel Penicillium
(Eurotiales, Eurotiomycetes) izolatumokra tettiink szert (6.1 abra, 3. tablazat). Ezek azon-
ban egyetlen mintabol, a hatodik gyartasi sor kitarolasabol szarmaznak, mely minta tap-
talajra helyezett novényi részeibdl Agaricus bisporus tenyészetek egyébként egyaltalan

nem indultak novekedésnek (F.4. tablazat).

Az egyes rendek és nemzetségek Osszességében (3. tdblazat), valamint az egyes gyartasi

sorok esetében (F.4. tdblazat) nagyrészt hasonld mértékben reprezentaltattak magukat.

41



4.1.3 Gydgynivények endofiton gombdi

A munkdim soran vizsgalt mindharom gyogynovény (festé buzér, tovises iglice €s ta-
rackbuza) felszinsterilizalt, gyogyaszati jelentdséggel bir6 {old alatti szerveibdl ndveke-

désnek indultak gombak (7. dbra).

7. abra. Fest6 buzér (A, B), tovises iglice (C) és tarackbuza (D) felszinsterilizalt, gyogyaszati jelentséggel
biré f6ld alatti szerveibdl ndvekedésnek indult micéliumok. Fotok: Berek-Nagy Péter Janos.

4.1.3.1 Festo buzer endofiton gombdi

A festé buzér megvastagodott gyokereibdl dsszesen 21 izolatumra tettiink szert, me-
lyek mindegyike az Ascomycota torzsbe tartozik. Tobbségiik, 52%-uk a Leotiomycetes,
38%-uk a Sordariomycetes, 10%-uk pedig a Dothideomycetes osztalyt képviseli. Ezen
osztalyokon beliil egy-egy rend reprezentéltatja magat, a Helotiales rend a Cadophora és
Leptodophora, a Hypocreales rend els6sorban a Fusarium, a Pleosporales rend pedig az

Acrocalymma izolatumok révén (4. tablazat).

4. tablazat. Fest6 buzér (Rubia tinctorum) gydkerébdl izolalt endofiton gombak.

torzs osztaly rend nemzetség 1zolaFumok
szama

Dothideomycetes Pleosporales Acrocalymma 2
. . Cadophora 5

L Helotial
Ascomycota cotiomycetes clotiales Leptodophora 6
. Dactylonectria 2

H 1

Sordariomycetes ypocreales Fusarium 6

4.1.3.2 Tovises iglice endofiton gombai

A tovises iglice egyedek megvastagodott fogyokereibdl 22, kizardlag az Ascomycota
torzsbe tartozd izolatumra tettiink szert. Dont6 tobbségiik, 73%-uk a Leotiomycetes, a
maradék 27%-uk pedig a Sordariomycetes, Dothideomycetes €s Eurotiomycetes 0szta-
lyokat képviseli. Az egyes osztalyokon beliil egy-egy rend reprezentaltatja magat, a
Helotiales rend példaul az dsszes izolatum 64%-at addé Cadophora és Leptodophora izo-

latumok révén (5. tablazat).
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5. tablazat. Tovises iglice (Ononis spinosa) f6gyokerébdl izolalt endofiton gombak.

" , . izolatumok
torzs osztaly rend nemzetség z
szama
. A 1
Dothideomycetes Pleosporales crocalymma
Fouskomenomyces 1
Eurotiomycetes Eurotiales Penicillium 1
Ascomycota Cadophora 9
Leotiomycetes Helotiales Lachnum 2
Leptodophora 5
Sordariomycetes Hypocreales Fusarium 3

A festd buzér és tovises iglice fold alatti szerveibdl szarmazo, a filogenetikai elemzés
alapjan a Cadophora és Leptodophora nemzetségekbe tartozo 6sszesen 25 izolatum ro-
konsagi viszonyait a 8. abran lathato filogenetikai fa szemlélteti. A Cadophora nemzet-
ségen beliil nyolc tovises iglice eredetli izolatum a C. obovata, harom festd buzér eredetii
pedig a C. meredithiae fajokhoz all kozel. A Leptodophora nemzetségen beliil hat festd
buzér eredetli izolatum a L. gamsii, 6t tovises iglice eredetli pedig a L. orchidicola tajok-

hoz all kozel.
4.1.3.3 Tarackbuza endofiton gombdi

A tarackbtiza egyedek gyoktorzseibdl osszesen 31 izoladtumra tettiink szert. Ezek tul-
nyomo tobbsége, 94%-a az Ascomycota, mig 6%-a a Basidiomycota torzsbe tartozik.
Elébbiek dontd tobbségét, 79%-at a Sordariomycetes, mig 21%-at a Dothideomycetes
osztaly képvisel6i adjak. Mig a Dothideomycetes osztalyba tartozé izolatumok kdrében
egyediil a Pleosporales rend mas-mas nemzetségekbe tartozd képviseldit azonositottuk,
addig a Sordariomycetes osztalyba tartozo izolatumok korében tobb rend is reprezental-
tatja magat, a Hypocreales rend azonban kiemelkedd mértékben, az osztalyba tartozé izo-
latumok 70%-at, illetve az 0sszes izolatum kozel felét add Fusarium izolatumok révén

(6. tablazat).

6. tablazat. Tarackbuza (Elymus repens) gyoktorzsébol izolalt endofiton gombak.

. , 7 izolatumok
torzs osztaly rend nemzetség 2
szama

Acrocalymma 1
Ophiosphaerella 1
Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeria 1
Setophoma 2
Ascomycota - Torula 1
Diaporthales Diaporthe/Phomopsis 2
Glomerellales Plectosphaerella 2

Sordariomycetes Hypocreales Fusarium 13
Achroiostachys 3
Xylariales Microdochium 3
Basidiomycota | Agaricomycetes Agaricales Coprinopsis 2
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| — Leptodophora variabilisP1331

— Leplodophora gamsii CBS_146379 T
| | (Rt_LEPTO_1
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|

Leptodophora

o Rt_LEFTO_4
Rt_LEFTO_5
Rt LEFTO &
L | eptodophora echinata CBS_146383 T
Collembolispora disimifis CBS_148372T
ﬁlﬁ— Collembolispora aristata CPC_21145T
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Cadophora obovata CBS_ 146374 T
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8| |Cadophora obovata P1101
Os_CADO 3

Os CADO 4

Os_CADO_S

Os_CADD_&
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Cadophora

I 0s_CADO_7
Os_CADO_B

L— Cadophora consfriclospora P1924
"L Cadophora constrictospora CBS_146371T

Cadophora s. |

Rhexocercosporidivmearotas CBS_41865T
Rt_CADO_1

Cadophora s. | _m{ i
Rt_CADO_2

Cadophora meredithias BAG2
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Cadophora melinii CBS_288.33 T

] Lr Cadophora dextrinospora CBS_401 78T
Cadophora s. str. =] cadophora ramosa CBS. 145523 T

Os_CADO_9

Cadophora
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—_—
Q050

8. abra. A fest6 buzér (Rubia tinctorum) és tovises iglice (Ononis spinosa) gyogyaszati jelentéséggel bird
fold alatti szerveibdl szarmazo Cadophora és Leptodophora izolatumok azonositasahoz készitett filogene-
tikai fa. Részletek a kovetkezd oldalon.
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8. abra folytatasa. A Cadophora és Leptodophora izoldtumaink altalunk meghatarozott, tovabba a Ca-
dophora, Leptodophora és a veliik kozeli rokonsagban all6 nemzetségek reprezentativ, az NCBI GenBank
adatbazisbol letoltott ITS szekvenciai alapjan késziilt maximum likelihood (ML) filogenetikai fa. Az ML
elemzés soran kapott bootstrap értékek az elagazasoknal lathatok. A Rubia tinctorum eredetti Cadophora
és Leptodophora izolatumok Rt CADO 1-5 és Rt LEPTO 1-6, mig az Ononis spinosa eredetiiek
Os CADO_1-9 ¢és Os_LEPTO_1-5 kddokon szerepelnek. A félkovér ,,T” betiivel megjeldlt torzsek tipus-
torzsek. A Leptodophora nemzetség képviseldi zold, a Cadophora nemzetségé kék, mig a Cadophora sensu
lato (s. 1.) és a Cadophora sensu stricto (s. str.) kladok képvisel6i rendre sarga és piros hattérszinnel vannak
jeldlve. Kiilcsoportként a Gyoerffyella rotula CCM F-400 torzs szolgalt. Mérce: varhatd valtozas/pozi-
cid/ag.

Az alabbiakban azonositott egyes anyagcseretermékek forrasanak bizonyult, mindha-
rom gyogynovénybdl elokeriilt Acrocalymma izolatumokat az A. vagum, mig a tarackbu-

zabol szarmazd Setophoma izoldtumokat a S. terrestris képviseldiként azonositottuk.

A munkdink keretében vizsgalt, sajat vagy rendelkezésilinkre bocsatott izolatumok
mellett, lehetdség szerint, azonositottuk az alabbiakban bemutatott anyagcseretermékek
ismert, ugyanakkor minddssze torzs vagy rend szintjén azonositott forrésait.

A Pleosporales rend képviseldjeként szamon tartott CRI247-01 izolatumot (Kasettrathat
¢s mtsai 2008), nyilvanos ITS szekvencidjat a F. fulophazii izolatumokkal kapcsolatos
filogenetikai elemzéshez felhasznalva, a Periconia echinochloae faj (Periconiaceae, Ple-
osporales) képviseldjeként azonositottuk (3. abra).

A tdomldsgombaként szamon tartott IBWF 77-89A izolatum (Opatz és mtsai 2008) a Nig-
rograna nemzetséghez (Nigrogranaceae, Pleosporales) all a legkdzelebb, nyilvanos ITS
szekvencidja 96,61%-0s egyezést mutat egyes, a nemzetséget reprezentald szekvencidk-
kal (query cover: 100%). A Pleosporales sp. F46 izolatum (Yang és mtsai 2021) egyér-
telmiien a Nigrograna nemzetség képviseldje, nyilvanos ITS szekvencidja 98,18%-ban
azonos egyes, a nemzetséget reprezentald szekvencidkkal (query cover: 100%) (16. tab-

lazat).
4.2 Endofiton gombak morfologiai vizsgalata

A Darksidea nemzetség 01j leszarmazési vonalait, azaz a 2-es, 3-as, 4-es, 8-as, 14-es és
15-6s kladokat reprezentalo izolatumok makro- és mikromorfologiai jellemzdit hataroz-
tuk meg. Az izolatumok morfologidja az egyes leszarmazasi vonalakon beliil is kifejezet-
ten valtozatosnak bizonyult. S6t, nem csak az izolatumok, hanem azok MEA és PDA
taptalajon nevelt tenyészetei is markdnsan kiilonboztek egymastol. A jellemzden néhany
cm atmérdjl, gyér légmicéliummal rendelkezé tenyészetek szine a fehértdl a sotétsziir-
kéig terjedt, esetenként eltérd szinli marginalis zonaval. A tenyészetek felszinén a kiva-

lasztott anyagok (exudatumok) cseppeket formaltak, a taptalaj is gyakran elszinezddott
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(F.1. abra). A szeptalt, atlatszo (hialin) vagy pigmentalt, jellemzden durva felszin hifak
gyakran hurkokat vetettek. A tenyészetek termétesteket nem képeztek, a tenyészetek el-
Oregedésével parhuzamosan azonban egyre tobb, ivartalan szaporodast lehetdévé tévo,
ugynevezett klamidospodra jelent meg rajtuk (F.2., F.3. abrak). Termétestek az ivaros sza-
porodas indukalasa céljabol alkalmazott taptalajokon (MEA, MMN, OA, PDA, SNA ¢és
daralt zoldségekkel dusitott vizes agar) és novényi részeken (feny6tii és csaldnszar) ho-

napok elteltével sem képzddtek.
4.3 Endofiton gombak in planta vizualizalasa

A csiperketermesztésre szolgaldé komposzt novényi alapanyagait kolonizalé gombak
in planta vizualizalasa céljabol egy-egy minta btiza-, biobuza-, arpa- és repceszalmat dol-
goztunk fel (1. tablazat), a ndvényi részeket (példaul szér, levél) deritve, a gombakat tin-
taval vagy fluoreszcensen jeldlt lektin (Wheat Germ Agglutinin (WGA)-Alexa Fluor 488)
oldattal festve. Mindegyik ndvényi alapanyagban kiterjedt, stirti kolonizaciot figyeltiink
meg, kiilonosen a WGA-Alexa Fluor 488 oldattal festett preparatumokban (9. abra). A
tintadval festett preparatumokban kékre festddott és barna (melanizalt) hifdkat egyarant
lattunk. Gyakran tapasztaltuk a hifak siir(ibb el6fordulasat a gazcserenyilasokban, illetve
azok kornyékén. A repceszalmaban gombdlyded hifatagok lancolatabol allo, tigynevezett

moniliform hifakat is megfigyeltiink (9. abra).
4.4 Endofiton gombak és novényi alapanyagok vegyiiletei

Az endofiton gombdk és novényi alapanyagok masodlagos anyagcseretermékeinek
meghatarozasara a mintakbol kivonatokat készitettiink metil-alkohol oldoszerrel. A kivo-
natok Osszetevdit nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC) elvalasztast kove-
téen UV- és nagyfelbontasti tomegspektrometrids detektalassal hataroztuk meg (HPLC-
DAD-HRMS). A preparativ kivonatok f6 dsszetevdit preparativ HPLC technikaval izo-
laltuk, szerkezetiiket nagyfelbontasti tandem tomegspektrometria (HRMS/MS) és mag-

neses magrezonancia (NMR) spektroszkopia modszerekkel azonositottuk.
4.4.1 Sotét szeptalt endofiton gombak vegyiiletei
4.4.1.1 Flavomyces fulophazii izolatumok vegyiiletei

A tiz magyarorszagi (HF-1-HF-10) és hét mongo6liai (MF-1-MF-7) F. fulophazii izo-
latum metabolikus Osszetételének meghatarozasa soran Osszesen 12 9sszetevot (1-12)

azonositottunk (10.A abra, 7. tdblazat).
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9. abra. Endofiton gombak tintaval (A—E), illetve fluoreszcensen jel6lt lektinnel (F—J) vizualizalva a csi-
perketermesztésre szolgalé komposzt ndvényi alapanyagaiban: buza- (A, D, E, I), biobuza- (C), arpa- (F,
G, H, J) és repceszalméban (B). C, D, E, H: gombak tomeges eléforduldsa novényi gazcserenyilasokban.
B, I: ndvényi szovetek intra- (B) és intercellularis kolonizacidja (I). A D és E felvételek ugyanazon prepa-
ratum ugyanazon teriiletérél, de kiilonb6z6 mélységben késziiltek. Mércék: F, G: 100 um, egyébként 50
um. Fotok: Berek-Nagy Péter Janos.
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A kivonatokban egy f0 Osszetevot (5) detektaltunk (10.A abra), mely 270 és 445 nm-
en mutat elnyelési maximumot (F.4.E abra). Pozitiv ionizacié mellett felvett tdmegspekt-
rumaban a protonalt molekula és a natrium ionnal képzett addukt révén detektalhato
(10.F, 10.F’ abrak), melyekbdl a C12H1103N 6sszegképlet szamithato (7. tdblazat). A ve-
gyliletet piros, szilard halmazéllapoti anyagként izolaltuk, szerkezetét NMR spektro-
szkopia modszerrel hatdroztuk meg. Az UV, MS és NMR adatok alapjan 5 a tetrdmsav
tipusu vermelhotin (Hosoe és mtsai 2006). Az NMR adatok alapjan azt is megallapitottuk,

hogy az izolélt anyag az E- és Z-vermelhotin 4:3 aranyu egyensulyi keveréke (Leyte-

Lugo és mtsai 2012).
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10. abra. Flavomyces fulophazii tenyészet (fotd) metil-alkohol olddszerrel készitett kivonatanak az azo-
nositott dsszetevok (1-12) (7. tablazat) nagyhatékonysagu folyadékkromatografias elvalasztasat bemutato
HPLC-UV kromatogram (A=280 nm) (A), valamint a kivonat tetramsav tipusu &sszetevoinek (dihidroxi-
vermelhotin (1), hidroxi-vermelhotin (2), oxo-vermelhotin (3), metoxi-vermelhotin (4), vermelhotin (5))
protonalt molekulaira szelektiv (m/z 252,1 (B), m/z 236,1 (C), m/z 234,1 (D), m/z 250,1 (E), m/z 218,1 (F))
HPLC-MS kromatogramok ezen dsszetevok szerkezeti képleteivel (B—F) és HR-MS spektrumaival (pozi-
tiv ionizacid) (B’—F’). Berek-Nagy és mtsai (2021) 2. d&bra moédositva. Fotd: Berek-Nagy Péter Janos.
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A tenyészetek kivonataiban detektaltunk négy, a vermelhotin molekulaé¢hoz hasonld
UV spektrumu 0sszetevot (1-4), melyek 290 és 410 nm koriil mutatnak elnyelési maxi-
mumot (F.4.A-D é&bra). HR-MS spektrumaikban a protonalt molekuladk és a natrium ion-
nal képzett adduktok révén detektalhatok (10.B-E, 10.B’—E’ abrak, 7. tablazat). Tandem
tomegspektrumaikban a dominans fragmentumok egy része azonos (m/z 192 és m/z 165),
illetve a vermelhotin tandem tomegspektrumaban jelentkez6 ionok (m/z 218 és m/z 191)
i1s megtalalhatok benniik (F.5. &bra, F.5. tablazat). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy e

négy Osszetevo a vermelhotin szarmazékai.

Az MS adatokbdl a 2 dsszetevore a C12H1304N, mig a 4 Osszetevore a C13HisO4N 6sz-
szegképlet szamithato (7. tablazat). Osszehasonlitva ezeket a vermelhotin dsszegképleté-
vel (C12H1103N), 2 és 4 a vermelhotin vizzel (H20), illetve metil-alkohollal (CH30H)
képzett szarmazékainak is tekinthetok. Tandem tomegspektrumaikban fragmentumként
meg is jelenik a protonalt vermelhotin molekuldnak megfeleld ion (m/z 218), mely 2 és 4
protonalt molekulaibol viz, illetve metil-alkohol kilépésével keletkezhet (F.5. abra, F.5.
tablazat). Ezen MS adatok alapjan 2 és 4 a vermelhotin 1], természetes szarmazékai, me-
lyeknek a hidroxi-vermelhotin (2) és metoxi-vermelhotin (4) neveket adtuk. Tandem t6-
megspektrumaik egy tovabbi kozos fragmentum ionja (m/z 192) alapjan, mely a protonalt
hidroxi-vermelhotin esetében a hidroxil-, mig a metoxi-vermelhotin esetében a meto-
xilcsoportot hordozo C-12—C-13 etilcsoport kilépésével keletkezhet, a hidroxil- és meto-
F.5. tablazat). A hidroxi-vermelhotin vegytiletet piros, szilard halmazallapoti anyagként
1zolaltuk, szerkezetét NMR spektroszkopia modszerrel is bizonyitottuk. Az NMR adatok
alapjan azt is megallapitottuk, hogy az izolalt anyag az E- és Z-hidroxi-vermelhotin 4:3

aranyu egyensulyi keveréke.

Az 1 0sszetevore az MS adatokbdl a vermelhotin 6sszegképletéhez (C12H1103N) képest
két hidrogén- és két oxigénatommal tobbet tartalmazd Ci2Hi1305N, mig a 3 sszetevore
az egy oxigénatommal tobbet tartalmazd Ci12H1104N Osszegképlet szamithato (7. tabla-
zat). A tandem tomegspektrumaikban jelentkezdé m/z 192 fragmentum ion 1 esetében a
protonalt molekula hidroxilcsoportot hordoz6 C-12—C-13 etilcsoportjanak, valamint egy
tovabbi hidroxilcsoportjanak, 3 esetében pedig a protonalt molekula oxocsoportot hor-
doz6 C-12-C-13 etilcsoportjanak kilépésével keletkezhet (10.B, 10.D, F.5. abrék, F.S.
tablazat). Ezen MS adatok alapjan 1 és 3 is a vermelhotin 101, természetes szarmazékai,

melyeknek a dihidroxi-vermelhotin (1) és oxo-vermelhotin (3) neveket adtuk.
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7. tablazat. A Flavomyces fulophazii izolatumok tenyészeteiben azonositott vegyiiletek (1-12) nagyfel-
bontasu tomegspektrometrias (HRMS) adatai. Berek-Nagy és mtsai (2021) 2. tdblazat modositva.

vegyiilet vegyiilet vegyiilet detektalt ion | detektaltion | detektalt | szamitott| eltérés
sorszama neve Osszegképlete Osszegképlete m/z m/z (ppm)
. 10, 11-dihidroxi-| o o [M+H]" CioHis0sN  [252,0865[252,0866| 0,472
vermelhotin 123 [M+Na]* | Ci2H130sNNa [274,0684]274,0686] 0,853
5 11-hidroxi- COHON [M+H]" CiHisOsN  [236,0915[236,0917]-0,908
vermelhotin 123 [M+Na]* | Ci2H;30:NNa [258,0735]258,0737]-0,500
3 11-o0x0- COHLON [M+H]* CiHpOsN  [234,0758(234,0761| 1,129
vermelhotin 12T [M+Na]* | Ci2H;;04NNa [256,0577]256,0580(—1,363
4 11-metoxi- CLH <OuN [M+H]* Ci3His0sN  [250,1072[250,1074] 0,698
vermelhotin ST [M+Na]* | Ci3H;s04NNa [272,0890(272,0893|—1,136
. [M+H]" CiHpOsN  [218,0809[218,0812] 1,145
S vermelhotin | CoHnON - == 0rmd 176 H,,0.NNa |240.0628]240.0631 | —1.351
. [M+H]" | CiH19OsNCI [340,0944(340,0946] 0,785
6 | flavoklorin B | CisHisOsNCl Iy rn e 76 1 1005NCT [342.0912[342.0917] 1,335

+ 35 |
; flavoklorin F | C1gHg0sNCI |—MHHI C16H190sNCI* [340,0944(340,0946| 0,696

[M+2+H]" | CigH1s0OsNCI*7 |342,0913|342,0917| 1,160
[M+H]" Ci5H1903NCI* |296,1045|296,1048 | —1,039
[M+2+H]" | CisH1sO3NCI7 [298,1016(298,1018|-0,763
[M+H]" Ci3H;50.NCI* |252,0783|252,0786( 1,162
[M+2+H]" | Ci3HisONCI7 |254,0753]254,0756| 1,310
[M+H]" Ci6H210sNCI* |310,1202310,1204 | 0,863
[M+2+H]" | CiH21O3NCI¥7 |312,1171(312,1175] 1,178
[M+H]" Ci5H2304NCI* |352,1307|352,1310( 0,859
[M+2+H]" | CisH2304NCI7 |354,1276(354,1281| 1,418
[M+H]" Ci3H1405CI%5 |253,0622(253,0626| 1,417
[M+2+H]" | Ci3H1405CI7 ]255,0593]255,0596| 1,444

8 flavoklorin A C15H1303NC1

9 flavoklorin B C13H1402NC1

10 flavoklorin C CmHzoO;;NCl

11 flavoklorin G C13H2204NC1

12 flavoklorin D C13H1303C1

A F. fulophazii izolatumok kivonataiban az 6t tetramsav tipusu vegyiilet mellett de-
tektaltunk tovabbi hét osszetevit (6-12), melyek a HR-MS spektrumaikban jelentkez6
[M+H]" és [M+H+2]" izotop csucsok 3:1 aranya alapjan klortartalmu vegyiiletek lehet-
nek (11. abra, 7. tablazat). Koziiliik a 8 és 11 dsszetevoket sarga, amorf anyagok forma-

jaban izolaltuk, szerkezetiiket NMR spektroszkopia modszerrel is meghataroztuk.

Az UV spektruma (F.4.F abra) alapjan 266 és 380 nm-en elnyelési maximumot mutato 8
Osszetevére a pozitiv ionizacio mellett detektalhatd, *>Cl és 3’Cl izotopokat tartalmazo
protonalt molekulaibol (11.B, 11.B” abrak) a CisHi1sO3NCl 6sszegképlet szamithato (7.
tablazat). NMR spektrumai alapjan a nitrogéntartalmt azafilon tipusu vegyiiletek kozé
sorolhatd, melyek kétgytiriis, eredetileg piranokinon alapvézaban a piran oxigén — am-
monidval vagy primer aminokkal (R-NHz) valo reakciod sordn — nitrogénre cserélddott.
Az dsszetevO protonalt molekuldinak tandem tomegspektrumaiban detektalhat6 fragmen-
tumok zommel a kétgytirlis alapvazhoz kapcsolddd hidroxi-etil csoportnak (-CHz-CHoz-
OH), valamint a propil oldallanc részleteinek egymast kovetd (-CHs, -CH2-CH3, -CHo-
CH,-CH3) kilépésével keletkeznek ([M+H-a]®, [M+H-b]*, [M+H-a-b]*, [M+H-a-c]",

[M+H-a-d]" fragmentum ionok). Ezek mellett megjelenik fragmentumként maga a kloros
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alapvaz ([g+H]"), illetve az abbol formil-klorid kilépésével keletkezé molekularészlet
([g+H-CHCIO]") is (12., F.6.C, F.6.C’ abrak, F.6. tablazat). Az MS és NMR adatok alap-
jan 8 egy uj, természetes, klor- és nitrogéntartalmu, azafilon tipusu vegyiilet, melynek a

flavoklorin A nevet adtuk.

A kivonatokban detektalt tovabbi hat klértartalmu 6sszetevo (6, 7, 9-12) tandem tomeg-
spektrumaiban megjelennek a flavoklorin A vegyiiletre jellemz6 — 12 esetében a nitrogén
helyett oxigént tartalmazd — kloros alapvaznak ([g+H]"), illetve az abbol formil-klorid
kilépésével keletkezd molekularészletnek megfeleld ionok ([g+H-CHCIO]") (F.6. abra,
F.6., F.7. tablazatok). Ez alapjan megallapithatd, hogy mind a hét klortartalmt 6sszetevo
ugyanazon, jellemzden nitrogéntartalmu alapvazzal rendelkezik. A 9, 10 és 12 §sszetevok
esetében az alapvazhoz C-3, illetve N-2 vagy O-2 pozicidkban kapcsolddé oldallancok
felépitését az 0sszetevok tandem tomegspektrumait elemezve hataroztuk meg. Ezek alap-
jan mindharom 0sszetevo 1j, természetes, klortartalmu, azafilon tipust vegyiilet, a 9 6sz-
szetevonek a flavoklorin B, a 10 dsszetevonek a flavoklorin C, mig a 12 dsszetevonek a
flavoklorin D nevet adtuk. Mig a flavoklorin A, B és C vegyiiletek alapvazaban a piran
oxigén helyén nitrogén taldlhatd és ezért nem lépnek kolcsonhatdsba mas nitrogéntar-
talmu vegyiiletekkel, addig a pirdn oxigénnel rendelkezo flavoklorin D reagalhat példaul
aminosavakkal. A 11 Osszetevore szamitott C1sH2204NCI 0sszegképlet és a flavoklorin
D vegyiilet C13H1305Cl 6sszegképlete kozti kiilonbség, s igy 11 kialakulasa magyaraz-
hat6 példaul a flavoklorin D molekula CsH1102N 6sszegképletli valin aminosavval valo,
az aminosav beépiilésével €s a pirdn oxigén nitrogénre cserélddésével jard reakciojaval.
Az izolalt, a flavoklorin A molekulaéval azonos UV spektrumu (F.4.G 4bra) 11 egy mo-
lekularészleteként az NMR spektrumok alapjdn a valin aminosav egy konstitlicios
izomere, a norvalin azonosithatd, a piran oxigént helyettesitd nitrogénhez ugyanis egy -
CH»-CH2-CH-COOH-(CH3) felépitésti oldallanc kapcsolodik. Ez az oldallanc a flavok-
lorin A nitrogénjéhez kapcsolddo hidroxi-etil oldallanchoz hasonldan egy az egyben le is
valik a protonalt molekula fragmentéalasa soran (12., F.6.F, F.6.F’ dbrak, F.7. tablazat) Az
MS és NMR adatok alapjan 11 szintén egy Uj, természetes, klor- és nitrogéntartalmu,
azafilon tipust vegyiilet, feltételezhetden a flavoklorin D norvalin aminosavval képzett

szarmazéka, melynek a flavoklorin G nevet adtuk.
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11. abra. Flavomyces fulophazii tenyészet metil-alkohol olddszerrel készitett kivonataban azonositott azafilon tipusu dsszetevok (flavoklorin
E (6), flavoklorin F (7), flavoklorin A (8), flavoklorin B (9), flavoklorin C (10), flavoklorin G (11), flavoklorin D (12)) protonalt molekulaira
szelektiv (m/z 340,1 (A), m/z 296,1 (B), m/z 252,1 (C), m/z 310,1 (D), m/z 352,1 (E), m/z 253,1 (F)) HPLC-MS kromatogramok ezen dssze-
tevok szerkezeti képleteivel (A—F) és HR-MS spektrumaival (pozitiv ionizacio) (A’—F’). Berek-Nagy és mtsai (2021) 3. dbra modositva.
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Tovabbra is szem el6tt tartva a pirdn oxigénnel rendelkezd azafilon tipusu vegyiiletek
primer aminokkal szembeni reakciokészségét, a 6 dsszetevire szamitott CisHisOsNCl
Osszegképlet és a flavoklorin D vegytilet C13H1303Cl 0sszegképlete kozti kiilonbség, s
igy 6 kialakuldsa magyarazhato a flavoklorin D molekula C3H7O3N 0sszegképletii szerin
aminosavval vald, az aminosav beépiilésével €s a pirdn oxigén nitrogénre cserélddésével
jaré reakcigjaval. Az 0sszetevd protonalt molekuldibdl keletkezd fragmentum ionok is a
szerin jelenlétére utalnak (12., F.6.A, F.6.A’ abrak, F.7. tablazat). Ezen MS adatok alap-
jan 6 is egy uj, természetes, klor- és nitrogéntartalmu, azafilon tipusu vegyiilet, feltéte-
lezhetden a flavoklorin D szerin aminosavval képzett szarmazéka, melynek a flavoklorin
E nevet adtuk. A 7 Osszetevore szamitott Ci6HisOsNCI Osszegképlet megegyezik a
flavoklorin E 6sszegképletével, miszerint e vegyliletek egymas konstitucios izomerei. A
7 Osszetevd tandem tomegspektrumai alapjan a flavoklorin E molekula szerin eredetii
oldallancanak hidroxi-etil csoportja a 7 propil oldallancanak C-9 szénatomjahoz, metil-
éter molekularészletként kapcsolodhat (12., F.6.B, F.6.B’ abrak, F.7. tdblazat) Ezek alap-
jén 7 szintén egy 1j, természetes, klor- és nitrogéntartalmu, azafilon tipust vegyiiletnek

bizonyult, melynek a flavoklorin F nevet adtuk.

A B
Cl
q X 9 ~ ’
X > N
X R1 -
O+Me owe COOH
f a=R1-H f =cHo,
vegyiilet vegyiilet atom(csoport)ok
sorszama neve n X Rl -
8 flavoklorinA 0 N -CH,-CH,-OH # HanolonnF
9 flavoklorinB 0 N -H C
10 flavoklorinC 1 N -CH,-CH,-OH H
12 flavoklorinD 0 O - ¢
0 B
6 flavoklorinE 0 N~ “OH
COCH e X
11 flavoklorinG 0 N
g
COOCH

12. abra. Flavomyces fulophazii tenyészet metil-alkohol oldészerrel készitett kivonataban azonositott
azafilon tipusu 6, 8-12 (A) és 7 (B) 6sszetevok MS fragmentalodasa, valamint alapvaz-specifikus fragmen-
tum ionjuk (g) szerkezete (C). Az 6sszetevok protonalt molekuldibdl kiilonboz6 iitkozési energiak mellett
keletkezd fragmentum ionokat (a-i) és relativ intenzitasaikat az F.6. és F.7. tdblazatok tartalmazzék. Berek-
Nagy és mtsai (2021) 4. abra modositva.
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A F. fulophazii endofiton gomba kivonataiban dsszességében 6t tetramsav- (1-5) és
hét azafilon tipusu (6—-12) 0sszetevot azonositottunk, melyek a vermelhotin (5) kivételé-

vel 1j, természetes vegylileteknek bizonyultak.

A F. fulophazii endofiton gomba kivonataiban azonositott 12 dsszetevd mennyiségét
mind a 17 izolatum (HF-1-HF-10 és MF-1-MF-7) mindharom parhuzamos tenyészeté-
ben (A, B, C) megallapitottuk (F.7. dbra, F.8. tablazat). A felhasznalt kalibracios egyene-
sek meghatarozasara az izolalt vermelhotin, hidroxi-vermelhotin, illetve flavoklorin A
vegyliletek 0,10-16,0 ng tartomanyba esé mennyiségeit mértiik. A kalibracids egyene-
sekhez tartozo R? érték 0,998 lett a vermelhotin és a flavoklorin A, mig 0,999 a hidroxi-
vermelhotin esetében. A vermelhotin szdrmazékainak mennyiségi meghatarozasara a
hidroxi-vermelhotin, mig az azafilon tipust vegyliletekére a flavoklorin A kalibracios

egyenesét hasznaltuk fel.

A tetrdmsav tipusu vegyliletek koziil mindegyik tenyészetben a vermelhotin fordult el6 a
legnagyobb mennyiségben, a tenyészetek szaraztomegére vonatkoztatott, atlagos kon-
centracioja a HF-3 és MF-7 izolatumok esetében elérte az 5,3 és 5,5 mg/g értékeket. A
vermelhotin kinyeréséhez e két izolatum harom-harom liofilizalt tenyészetét hasznaltuk
fel (F.8. tablazat). Tekintettel a vermelhotin felhasznalt tenyészetekben tapasztalt kon-
lalasara lett volna lehetdségilink. Mivel az izolalas sordn 4,8 mg tiszta anyagra tettiink
szert, ami az elméletileg izolalhaté maximalis mennyiség (5,9 mg) 80%-a, a F. fulophazii
endofiton gomba alkalmasnak bizonyult a vermelhotin magas hozamu kinyerésére.

A vermelhotin szdrmazékainak (dihidroxi-vermelhotin, hidroxi-vermelhotin, oxo-ver-
melhotin és metoxi-vermelhotin) koncentracidja a tenyészetekben a vermelhotin koncent-
racidja szerint, ugyanakkor annal jellemzden legalabb egy nagysagrenddel alacsonyabban
alakult. A szdrmazékok koziil mindegyik tenyészetben a hidroxi-vermelhotin fordult eld
a legnagyobb mennyiségben, koncentracioja a HF-3 és MF-7 izolatumok esetében elérte
az 1,1 és 1,0 mg/g értékeket. Ennek megfelelden ezt az Gsszetevot is e két izolatum te-

nyészeteibdl izolaltuk (F.8. tablazat).

Az azafilon tipusu vegyiiletek koziil a tenyészetek tobbségében a flavoklorin A fordult
eld a legnagyobb mennyiségben. Koncentracioja a HF-1, HF-9 és MF-3 izolatumok egyes
tenyészeteiben kiemelkedden magasan (HF-1-A: 3,1 mg/g, HF-9-B: 2,2 mg/g, MF-3-B:
4,2 mg/g), ugyanakkor parhuzamos tenyészeteikben legalabb egy nagysagrenddel alacso-

nyabban alakult. E harom izolatum fent megadott, a flavoklorin A 6sszetevét kiemelkedd
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mennyiségben tartalmazod egy-egy parhuzamos tenyészetét hasznéltuk fel a vegyiilet izo-
lalaséra (F.8. tablazat).

A tobbi azafilon tipusu 6sszetevo (flavoklorin B—G) koncentracidja a tenyészetekben a
flavoklorin A koncentracioja szerint, ugyanakkor annal jellemzden legalabb egy nagy-
sagrenddel alacsonyabban alakult. Egyediil a flavoklorin D koncentréacioja esett sok eset-
lemzo6en alacsonyabban alakult. A flavoklorin G 0sszetevdt a flavoklorin A kinyerésére
hasznalt, fent nevezett harom tenyészetbdl, illetve a vermelhotin és hidroxi-vermelhotin
kinyerésére hasznalt HF-3 izolatum hérom, a flavoklorin G sszetevdt viszonylag na-

gyobb mennyiségben tartalmaz6 tenyészetébdl izolaltuk (F.8. tablazat).

Az egyes tetramsav- €s azafilon tipusu 0sszetevok koncentracioi tekintetében a kiilonb6z6
izolatumok és az egyes izolatumok parhuzamos tenyészetei kozott jelentds kiilonbségeket
tapasztaltunk (F.8. tablazat). Ez alapjan a F. fulophazii endofiton gomba e vegyiiletek

értékes, ugyanakkor kifejezetten valtozatos hozamu forrasanak bizonyult.

4.4.1.2 Darksidea izoldtumok vegyiiletei

A Darksidea nemzetség 15 leszdrmazasi vonalat reprezentald 106 izolatum masodla-
gos anyagcseretermékeinek meghatarozasa soran osszesen 18 dsszetevot (13—-30) azono-

sitottunk (13., F.8. abrak, 8. tablazat).

A D. alpha izolatumok dontd tobbségének kivonataban egy {6 dsszetevot (15) detek-
taltunk (13.A abra), mely 240 nm-es elnyelési maximummal (F.9.C abra) és CisH20>
Osszegkeéplettel (8. tablazat) rendelkezik. Az UV, MS és NMR spektrumai alapjan 15 a
petaszol (Sugama ¢és mtsai 1983) (15. 4bra). Protonalt molekuldinak (m/z 235,17
(C15H2302)) tandem tomegspektruméban jelentkezd ionok koziil az m/z 217,16 (C15H210)
fragmentum ion egy vizmolekula, az m/z 207,17 (C14H230) fragmentum ion egy szén-
monoxid molekula, mig az m/z 199,15 (CisH19) és az m/z 189,16 (Ci4Hz1) fragmentum
1onok rendre két vizmolekula, illetve egy viz- €s egy szén-monoxid molekula kilépésével
keletkezhetnek. Az m/z 175,11 (C12H150) fragmentum ion egy vizmolekula és az izopro-
penil oldallanc kilépésével, mig az m/z 161,10 (C11H130) és m/z 147,08 (CioH110) frag-
mentum ionok tovabbi két metilcsoport egymast kovetd kilépésével johetnek l1étre. Az
m/z 133,10 (CioH13) fragmentum ion az m/z 161,10 ionbdl, egy szén-monoxid molekula

kilépésével képzédhet (14.A, A’, 15. abrak).
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13. abra. Magyarorszagrol (A) és Kazahsztanb6l (B) szarmazo Darksidea alpha (A, B), D. beta (C), D.
eta nom. prov. (D), D. theta nom. prov. (E) és D. phi (F) izolatumok metabolikus Gsszetételét bemutatd
HPLC-UV kromatogramok (A=250-600 nm (A, B, D-F), 230-600 nm (C)) az azonositott dsszetevokkel
ek-Nagy Péter Janos.

(13-30) (8. tablazat) és az izolalasukhoz felhasznalt tenyészetek fotdival. Fotok: Ber

A D. alpha izolatumok tenyészeteibdl a petaszol mellett, azzal rokon szerkezetli 6sz-

szetevoket (16—-19) is azonositottunk (13.A dbra).

Ezek koziil a szintén 240 nm-es elnyelési maximummal rendelkezd 18,

284 nm-en egyarant elnyelési maximumot mutaté 16 (F.9.D, F abrak

alapjan, a petaszol izomerjei (8. tdblazat). Az UV, MS és NMR spektrumaik alapjan 16
12013) (15. &bra).

az izopetaszol, 18 a 3-epi-petaszol (Sugama és mtsai 1983, Le és mtsa

Fragmentalddasuk a petaszol fragmentalddasanak megfelelden zajlik, azzal az eltéréssel,

hogy az izopetaszol protonalt molekulaibdl elsé 1épésben szén-monoxid nem, csak viz-

molekula képes kilépni (14.B, B’, C, C’, 15. abrak).
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14. abra. Darksidea alpha tenyeszetekbol izolalt 15-19 6sszetevok pozitiv ionizacio mellett felvett HR-MS/MS spektrumai (m/z 120-180 (A-E), m/z 180-240 (A’-E”)):
petaszol (15) (A, A’), izopetaszol (16) (B, B”), 3-epi-petaszol (18) (C, C”), oxidalt izopetaszol (17) (D, D’) és oxidalt petaszol (19) (E, E’). Utkozési energia: 10 eV.
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17 19

15. abra. Darksidea alpha tenyészetekbdl izolalt 15-19 sszetevok (petaszol (15), izopetaszol (16), 3-epi-
petaszol (18), oxidalt izopetaszol (17) és oxidalt petaszol (19)) szerkezeti képletei és feltételezett fragmen-
talodasuk.

A masik két, szintén rokon szerkezetli 6sszetevo koziil a 17 294 nm-en, a 19 pedig 236
nm-en mutat elnyelési maximumot (F.9.E, G abrdk). HR-MS adataik alapjan egymas
izomerjei, Ci15H200, Osszegképletiikkel molekulaik a petaszol molekulaihoz képest két
hidrogénatommal kevesebbet tartalmaznak (8. tdblazat). Az UV, MS és NMR spektru-
maik alapjan 17 és 19 az izopetaszol és a petaszol oxidalt szarmazékai, melyek 1j, termé-
szetes vegyliletek (15. dbra). Az izopetaszol oxidalt szarmazékanak (17) tandem tomeg-
spektrumdban, a protonalt molekuldk (m/z 233,15 (Ci5sH2102)) mellett jelentkezd frag-
mentum ionok (m/z 215,14 (C15sH190), m/z 205,16 (C14H210), m/z 197,13 (CisHi7), m/z
187,15 (Ci4Hi9), m/z 173,10 (C12H130), m/z 159,08 (C11H110), m/z 145,07 (C10HoO) és
m/z 131,09 (Ci0H11)) a petaszol fragmentalodasanak megfeleléen keletkezhetnek (14.D,
D’, 15. abradk). A petaszol oxidalt szdrmazékanak (19) tandem tomegspektrumaban, a
protonalt molekuldk (m/z 233,15 (Ci15H2102)) mellett jelentkezd fragmentum ionok (m/z
215,14 (C15sH190), m/z 205,16 (C14H210), m/z 197,13 (Ci5H17), m/z 187,15 (C14H19), m/z
163,11 (C11H150), m/z 149,10 (C10H130), m/z 135,08 (CoH110) és m/z 121,10 (CoH13))
szintén a petaszol fragmentalodasanak megfeleléen keletkezhetnek azzal a kiilonbséggel,
hogy az izopropenil oldallanc kilépése és a fragmentacid azt kdvetd 1épései a protonalt
molekuldkbdl nem vizmolekula, hanem szén-monoxid molekula kilépésével nagyobb
aranyban keletkezdé m/z 205,16 fragmentum ionbol vezethetdk le. A 19 Gsszetevore jel-
lemzd tovabbi karbonilcsoport ebbdl a fragmentum ionbdl is kihasadhat (m/z 205,16
(C14H210) — m/z 177,16 (Ci3H21)), kozvetleniil az elsé karbonilcsoport kilépését (m/z
233,15 (C15H2102) — m/z 205,16 (C14H210)) kovetbden (14.E, E’, 15. abrak).
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8. tablazat. A Darksidea izolatumok tenyészeteiben azonositott vegyiiletek (13—30) nagyfelbontasu t6-
megspektrometrias (HRMS) adatai.

vegyiilet vegyiilet vegyiilet detektalt ion detektalt ion | detektalt | szamitott| eltérés
sorszama neve Osszegképlete Osszegképlete m/z m/z (ppm)
[M+H]* C15H1904 263,12741263,1278| 1,427
PF1092C [M+Na]* CisHi13sOsNa |285,1090(285,1097| 2,456
13 C-2 epimerie Ci5H1304 [M+NH,]" CisHxO4N  |1280,1541(280,1543|-1,016
[M_H] CisHi;05  |261,1131|261,1121]+3,809
[M+COOHT CisH1oOs  |307,1188]307,1176]+3,989
[M+H]* C15H1904 263,1273(263,1278|—1,655
[M+Na]* CisHi1sOsNa |285,1091(285,1097| 2,316
14 PF1092C C15sH 304 [M+NH,]" CisH»O4N  [280,1541(280,1543|—0,802
[M_H] CisHi704  |261,1133]261,1121|+4,383
[M+COOH] Ci16H1906 307,1189|307,1176|+4,087
[M+H]* C15sH230, 235,1689(235,1693 | -1,601
15 petaszol CisH20; [M+Na]" C1sH»0:Na |257,1509(257,1512] 1,132
. [M+H]" C15sH230, 235,1688(235,1693 | —1,984
16 izopetaszol | CisH2O; [M+Na]" CisH»OaNa |257,1512(257,1512|+0,034
17 16 oxidalt C15sHxOs [M+H]" Ci15H2,0, 233,1533(233,1536|—1,357
szarmazéka [M+Na]* CisHp002Na  |255,1346(255,1356| 3,571
. [M+H]" C15sH230, 235,1683(235,1693 | -3,940
18 | 3-cpipetaszol | CisHx0: [M+Na]" CisH»O2Na |257,1502(257,1512|-3,738
19 15 oxidalt C15sHxOs [M+H]" Ci15H2,0, 233,1527(233,1536|-3,759
szarmazéka [M+COOH] Ci6H2104 277,14421277,1434 42,758
[M+H]" C15H1306 289,0701(289,0707|—1,849
20 aszkomikon B C|5H1206 [M+Na]* C15H1206Na 311,0521 311,0526 —1,766
[M—H] Ci15H1106 287,0562(287,0550(+3,956
11 monocerin C1HaOs [M+H]" Ci16H2106 309,1326(309,1333|—1,859
[M+Na]* Ci6H2006Na |331,1146(331,1152|—1,962
6-deoxi- [M+H]" CisHi2O4N  {270,0756(270,0761|—1,719

22 [P CisH11OsN -
bosztrikoidin [M—H] CisHi10OsN  [268,0616|268,0604 | +4,274
[M+H]" Ca9Hs2O9N  [558,3630(558,3637|—1,108
. . [M+Na]* Ca9Hs;O9NNa |580,3448|580,3456|—1,401
23 |epikokkamid A\ CooHsiON oy O T (L 00N, 575.3887]575.3902| 2,568
[M—H] Ca9Hs50O9N  [556,3493]556,3480|+2,321
[M+H]* Cy7H37,04 473,2529(473,2534|-1,014
[M+Na]* Co7H360O7Na  |495,2346(495,2353| 1,423
24 F2928-1 C27H3607 [M+NH4]" Ca7H40O7N  1490,27931490,2799|—1,222
[M—H] Cy7H3504 471,2387|471,2377|+2,144
[M+COOH] Ca3H3709 517,2443|517,2432|+2,148
[M+H]* C>1H3,05 331,2262|331,2268| 1,634
[M+Na]* Co1H3003Na  |353,2081(353,2087|—1,744
25 fomopszidin C,1H3003 I:l\/IJFNH4:|+ Cy1H3405N 348,2527|348,2533| 1,724
[M—H] C21H2903 329,21241329,2111|+3,793
[M+COOH] C2H3,05 375,2178|375,2166|+3,277
26 aszkomikon A | Ci6H1406 [M—H] Ci6H1306 301,0717|301,0707|+3,605
23 [M+H]* Ca9Hs00 10N  |572,34241572,3429| 0,896
27 uronsavas C29H490]0N [M+Na]+ C29H49010NN8. 594,3240 594,3249 71,393
szarmazéka [M—H] Ca9HasO 10N |570,3286(570,3273|+2,239
[]\/H-H]+ C,7H3705 457,2579(457,2585|-1,302
[M+Na]* Cy7H3606Na  |479,2399(479,2404| 1,002
28 F2928-2 C27H36056 [M+NH4]* Ca7H40O6N  [474,2846|474,2850(—-0,916
[M—H] Cy7H35056 455,2440(455,2428|+2,580
[M+COOH] CasH3705 501,2496|501,2483 | +2,604
[M+H]" C31Hs¢OoN  [586,3940(586,3950|—1,567
29 epikokkamid D| Cs3;Hss09N [M+Na]* C31HssO9NNa |608,3757(608,3769|—1,929
[M+NH4]* C31Hs5009N,  {603,4214(603,4215|-0,261
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[M-HT] C31Hs540O9N  [584,3806(584,3793| +2,244
[M+H]* C31Hs54010N  [600,3732|600,3742| 1,654

20 umrfsivas oo | IMNal | CuiHs01NNa [622,3550[622,3562[ 1,812
spirmarcka e [M+NH,]" C3Hs7010N2  [617,3997(617,4008] 1,802

[M-H] C31Hs52010N  |598,3599(598,3586|+2,251
Egyes, Kazahsztanbol szarmazé D. alpha izolatumok (KG037, KG091, KG235) te-

nyészeteiben, a petaszol mellett kiemelkedé mértékben halmozodott fel a 268 nm-es el-
nyelési maximummal (F.10.E dbra) és C21H3003 0sszegképlettel (8. tablazat) rendelkez6
25, mely az UV, MS és NMR spektrumai alapjan a fomopszidin (Kobayashi és mtsai
2003) (13.B, 16.C. abrak). E vegyiilet, pozitiv ionizacié mellett mar az ionforrasban frag-
mentalodik, az MS spektrumban jelentkezd m/z 313,22 (C21H2902) fragmentum ion és az
m/z 331,23 (C21H3103) protonalt molekula kozti 6sszegképlet-kiilonbség (H20) egy hidr-
oxilcsoport vizmolekula formajaban torténd kilépésére utal (16.A, C abrak). A vegyiilet
tandem MS spektrumaban lathatd m/z 267,21 (C20H27) és m/z 313,22 ionok kozti CH20>
kiilonbség a karboxilcsoport hangyasav formajaban torténd kilépésével, az m/z 257,15
(C17H2102) és m/z 313,22 ionok kozti C4Hs kiilonbség pedig a j molekularészlet, vagy a
négy metilcsoport kilépésével magyarazhat6 (16.B, C abrak).
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16. abra. KG037, KG091 és KG235 Darksidea alpha izolatumok tenyészeteibdl izolalt fomopszidin (25)
pozitiv ionizaci6 mellett felvett HR-MS (A) és HR-MS/MS (B) spektrumai, valamint szerkezeti képlete és
feltételezett fragmentalodasa (C). Utkdzési energia: 30 eV.

A KGO037,KGO091 és KG235 D. alpha izolatumok kivonataibo6l, a fomopszidin mellett
masik harom 6sszetevot (20, 22 és 26) is izolaltunk (13.B abra).
A 20 és 26 6sszetevOk azonos hullamhosszokon (278 nm, 351 nm (=1 nm) és 488 nm (42
nm)) mutatnak elnyelési maximumot (F.10.A, F abrék), az MS spektrumaikban pozitiv
ionizéacio mellett jelentkezd m/z 271,06 (C15sH110s) fragmentum ionok a Ci15H120¢ 6sz-
szegképleti 20 esetében viz (H20), a CisH1406 Osszegképletii 26 esetében pedig metil-
alkohol (CH30H), mar az ionforrasban bekovetkezd kilépésével keletkezhetnek (17.A, C,
G abrék, 8. tablazat). Az UV, MS és NMR spektrumaik alapjan 20 az aszkomikon B, 26
pedig az aszkomikon A (Opatz és mtsai 2008) (17.G abra). A mar az ionforrasban létrejott
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m/z 271,06 ion fragmentalasa soran mindkét vegyiilet esetében ugyanazon fragmentum
ionok keletkeznek. A fragmentum ionok kozott azonosithatdk a karbonilcsoportok szén-
monoxid formajaban torténd kilépésével keletkezd 1onok (m/z 271,06 (CisH1105) — m/z

243,06 (C14H1104) — m/z 215,07 (C13H1103)) (17.B, D, G abrak).
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17. abra. KG037, KG091 és KG235 Darksidea alpha izolatumok tenyészeteibdl izolalt 20, 22 és 26 pozitiv
ionizacio mellett felvett HR-MS (A, C, E) és HR-MS/MS (B, D, F) spektrumai, valamint szerkezeti kép-
letei és feltételezett fragmentalodasa (G): aszkomikon B (20) (A, B, G), aszkomikon A (26) (C, D, G) és
6-deoxibosztrikoidin (22) (E, F, G). Utkozési energia: 55 eV.

A KGO037, KG091 és KG235 D. alpha izolatumok kivonataibdl a fomopszidin, valamint
az aszkomikon A és B vegyiiletek mellett izolalt 22 Gsszetevd 242, 272 és 416 nm-es
elnyelési maximumokkal (F.10.C 4bra), valamint C1sH1104N 0sszegképlettel (8. tablazat)
rendelkezik. Az UV, MS és NMR spektrumai alapjan 22 a 6-deoxibosztrikoidin (Parisot
¢s mtsai 1989) (17.G abra). Szerkezetének megfelelden, protonalt molekuldinak tandem
tomegspektruméban azonosithatok a karbonilcsoportok szén-monoxid formdajaban (m/z
227,06 (Ci3HoO3N) — m/z 199,06 (C12H9O2N) — m/z 171,07 (C11H9ON)), valamint a
nitrogén hidrogén-cianid formajaban térténd kilépésével (m/z 142,06 (CioHsN) — m/z

115,05 (CoH7)) keletkezd fragmentum ionok (17.F, G abrak).
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A D. beta egyetlen izolatuméanak (DSE7/11) kivonataban négy {0, kizarolag erre a
fajra jellemz6 Gsszetevot (23, 27, 29, 30) detektaltunk (13.C abra), melyek egyarant 284
nm-en mutatnak elnyelési maximumot (F.11. abra). HR-MS adataik szerint a 23 0ssze-
tevOo C29Hs1O9N, a 27 C29H49010N, a 29 C31Hs509N, a 30 pedig C31Hs3010N 0sszegkép-
lettel rendelkezik (8. tablazat). Az UV, MS és NMR spektrumaik alapjan 23 az epikok-
kamid A, 29 az epikokkamid D (Wright és mtsai 2003, Wangun ¢s mtsai 2007), mig 27
¢s 30 e vegyiiletek manno6z helyett mannuronsav molekularészletet tartalmazo, 0j, termé-
szetes szarmazékai (18.1 abra). Szerkezetiiket tandem MS spektrumaik is alatamasztjak.
Az epikokkamid A (23) m/z 558,36 (C29Hs5209N) protonalt molekuldi és m/z 396,31
(C23H4204N) fragmentum ionjai, valamint a két metiléncsoporttal hosszabb szénlanct
epikokkamid D (29) m/z 586,39 (C31Hs6O9N) protonalt molekuladi és m/z 424,34
(C25Ha604N) fragmentum ionjai kozti CsH100s kiilonbség a manndz molekularészlet hid-
rolizissel torténd kilépésébdl (CsH1206—H20) adodik (Wright és mtsai 2003, Wangun és
mtsai 2007) (18.A, B, E, F, I 4brak). Hasonldan, a 27 6sszetevd m/z 572,34 (C29Hs50010N)
protonalt molekuldi és m/z 396,31 (C23H4204N) fragmentum ionjai, valamint a szintén két
metiléncsoporttal hosszabb szénlanct 30 6sszetevd m/z 600,37 (C31Hs4010N) protonalt
molekulai és m/z 424,34 (C25sH4604N) fragmentum ionjai kozti CsHgOg killonbség a
mannuronsav molekularészlet hidrolizissel torténd kilépésével (C¢Hi1007—H20) magya-
razhat6 (18.C, D, G, H, I 4brdk). A mind a négy vegyiilet tandem MS spektrumaiban
jelentkezd m/z 128,07 (CsH10O2N) fragmentum ion a vegyiiletekbdl kilépd szubsztitualt
tetramsav molekularészlet ionizaciojaval képzodik (Wright és mtsai 2003, Wangun és

mtsai 2007) (18.B, D, F, H, I abrak).

A D. eta nom. prov. f6 vegyiiletének tekinthetd 21 dsszetevd 274 nm-en mutat elnye-
1ési maximumot (F.10.B abra), sszegképlete C16H2006 (8. tdblazat). Az UV, MS és NMR
spektrumai alapjan 21 a monocerin (Aldridge és Turner 1970) (19.B é4bra). Szerkezetének
megfelelden, protonalt molekuldinak tandem tomegspektrumédban azonosithatok hidr-
oxil- (m/z 309,13 (Ci6H2106) — m/z 291,12 (C16H1905)), metil- (m/z 223,06 (C11H1105)
— m/z 209,04 (Ci10H9Os)) és karbonilcsoportok (m/z 209,04 (CioHoOs) — m/z 181,05
(CoHoO4)) kilépésével keletkezd fragmentum ionok (19.A 4bra).
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18. abra. DSE7/11 Darksidea beta izolatum tenyészeteibdl izolalt 23, 27, 29 és 30 pozitiv ionizacié mellett felvett HR-MS (A, C, E, G) és HR-MS/MS (B, D, F, H)
spektrumai, valamint szerkezeti képletei és feltételezett fragmentalodasa (I): epikokkamid A (23) (A, B, I), 23 uronsavas szarmazéka (27) (C, D, I), epikokkamid D (29) (E,
F, I) és 29 uronsavas szarmazéka (30) (G, H, I). Utkozési energia: 30 eV.
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19. abra. A Darksidea eta nom. prov. fajra jellemz6 monocerin (21) pozitiv ionizacié mellett felvett HR-
MS/MS spektruma (A) és szerkezeti képlete (B). Utkozési energia: 30 eV.

A D. theta nom. prov. mindkét izolatuménak (DS318 és DS916) kivonataban szamos,
kizardlag ebben a Darksidea fajban felhalmoz6do 6sszetevot detektaltunk, melyek koziil
kett6, UV- és MS spektrumaik hasonldsaga alapjan egymassal izomer (F.9.A, B, 20.A—
D abrak), CisH1s04 Osszegképletii (8. tablazat) osszetevot (13, 14) izolaltunk is. Az UV,
MS és NMR spektrumaik alapjan 14 a PF1092C nevii vegyiilet, 13 pedig annak C-2 epi-
merje (Tabata és mtsai 1997a, Cheng és mtsai 2016) (20. E abra). E vegytiletek, pozitiv
ionizacié mellett, egy hidroxilcsoport kilépésével mar az ionforrasban fragmentalédnak
(20.A, C, E abrak). A tandem MS spektrumaikra jellemzd fobb ionok (m/z 245,12
(C15H1703), m/z 227,11 (C15sH1502) és m/z 199,11 (C14H150)) a két hidroxilcsoport egy-
egy vizmolekulaként, tovabba a karbonilcsoport szén-monoxid molekulaként torténd,

egymast koveto kilépésével keletkezhetnek (20.B, D, E abrak).
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20. abra. Darksidea theta nom. prov. tenyészetekbdl izolalt 13 és 14 pozitiv ionizaci6é mellett felvett HR-
MS (A, C) ¢s HR-MS/MS (B, D) spektrumai, valamint szerkezeti kepletei ¢s feltételezett fragmentalodasa
(E): PF1092C C-2 epimerje (13) (A, B, E) és PF1092C (14) (C, D, E). Utkozési energia: 30 eV.

A D. phi izolatumok egyikének (DS194) kivonataban a petaszol mellett két {6 dssze-

tevot (24, 28) detektaltunk, melyek egyarant 303 nm-en mutatnak elnyelési maximumot
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(F.10.D, G abrak). MS adataik szerint 24 dsszegképlete C27H3607, 28 0sszegképlete pedig
C27H360¢6 (8. tablazat). Az UV, MS és NMR spektrumaik alapjan 24 az F2928-1, 28 pedig
az F2928-2 nevii vegyiiletek (Kanai és mtsai 2005) (21.C abra). Mindkettd, pozitiv ioni-
zacio mellett, egy hidroxilcsoport vagy a k molekularészlet (CsH100) kilépésével mar az
ionforrasban fragmentalodik. Mig 24 esetében a hidroxilcsoport kilépése az m/z 455,24
(C27H3506), a k molekularészlet kilépése pedig az m/z 387,18 (C22H2706) fragmentum
ionok képzodését eredményezi, addig 28 esetében a hidroxilcsoport kilépésével az m/z
439,25 (C27H350s5), a k molekularészlet kilépésével pedig az m/z 371,18 (C2oH2705) frag-

mentum ionok keletkeznek (21. abra).
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21. abra. DS194 Darksidea phi izolatum tenyészeteibdl izolalt 24 és 28 pozitiv ionizacid mellett felvett
HR-MS spektrumai (A, B), valamint szerkezeti képletei és feltételezett fragmentalodasa (C): F2928-1 (24)
(A, C) és F2928-2 (28) (B, C).

Osszességében, ahogyan a Flavomyces, gy a Darksidea nemzetségébdl is elsdként
azonositottunk masodlagos anyagcseretermékeket, melyek koziil a petaszol és az izopeta-
szol oxidalt szarmazékai (19 és 17), tovabba az epikokkamid A €és D uronsavas szarma-

z€kai (27 ¢és 30) 1), természetes vegyiiletek.
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A Darksidea izolatumok zomében, szamos rokon szerkezetii 6sszetevO mellett terme-

16d0 petaszol izomerizaciojat tanulmanyozva, a vegyiiletet kiilonféle kezeléseknek vetet-
tiikk ala, melyek eredményei az aldbbiak szerint alakultak.
A petaszol vizzel és 0,2 M ammo&nium-hidroxid oldattal, 100 °C hdmérsékleten, 15 percig
torténd kezelése hatasara a petaszol koncentracidja, a kezeletlen petaszol oldat 0,1 mg/mL
dig 0,004 ¢és 0,020 mg/mL koncentracioban keletkezett. A 0,2 M trifluorecetsav (TFE)
oldattal valo kezelés hatasara a petaszol koncentracidja 0,038 mg/mL-re csokkent,
izopetaszol pedig 0,057 mg/mL koncentracidoban keletkezett. A petaszol és a keletkezett
0,029 mg/mL-re, a savval valo kezelés hatdsara pedig 0,095 mg/mL-re jott ki (22.,
F.12.A-D ébrak).
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22. abra. Petaszol és izopetaszol koncentracidja az intakt petaszol vizzel, 0,2 M ammoénium-hidroxid ol-
dattal (lug), illetve 0,2 M trifluorecetsav oldattal (sav) 100 °C hémérsékleten, 15 percig torténd kezelése
eredményekeént.

A petaszol 0,2 M TFE oldattal, 100 °C hémérsékleten, 7,5, 15, 30 és 60 percig torténd
(0,1 mg/mL) képest, az 1d6 elorehaladtaval egyre alacsonyabban, mig a keletkezett
1zopetaszol koncentracioja egyre magasabban alakult. A keletkezett izopetaszol 60 perc
elteltével kapott legmagasabb koncentracidja 0,088 mg/mL volt. A petaszol €s a keletke-
mg/mL-re csokkent (23., F.12.E-H é&brak).

A petaszol toményebb, 2,0 M TFE oldattal térténd kezelésének hasonlo hatasa volt, azzal
a kiilonbséggel, hogy az izopetaszol legnagyobb koncentracioban (0,097 mg/mL) 15 perc

crer

pedig 60 perc elteltével 0,065 mg/mL-re csokkent (23., F.12.1-L abrak).
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23. abra. Petaszol és izopetaszol koncentracidja az intakt petaszol 0,2 M és 2,0 M trifluorecetsav oldattal
100 °C hémérsékleten, 7,5, 15, 30 és 60 percig torténd kezelése eredményeként.

4.4.2 Csiperketermesztésre szolgalo komposzt és endofiton gombdinak vegyiiletei

A csiperketermesztésre szolgald komposzt €s novényi alapanyagai metabolikus 6ssze-
tételének meghatarozasara négy gyartasi sor 42 mintajat dolgoztuk fel. A feldolgozott
mintak magukban foglaljak a nyers és technoldgiai vizben azott biza- és arpaszalmat, a
kiilonboz6 elsd, masodik és harmadik fazisu komposztmintakat, illetve a komposztgyar-
tas soran hozzaadott szalmas csirke- €s 16tragyat, valamint a szemcsirat. A négy gyartasi
sor esetében nem, de alkalmanként a komposztgyartds novényi alapanyagaul szolgald
repceszalma, illetve a csirketragyaban jellemzden eléforduld napraforgd terméstfal egy-

egy mintajat is feldolgoztuk (1. tablazat).

A nyers buza- €s arpaszalma kivonataiban 6t f0 6sszetevot (31-35) detektaltunk (24.A
abra). UV spektrumaik alapjan az egyik dsszetevo (33) 270 és 350 nm-en, mig a masik
négy 270 és 340 nm-en mutat elnyelési maximumot (F.13.A-E abrak). Az eltéré6 UV
spektrumu Osszetevo (33) HR-MS spektrumaiban pozitiv ionizacid mellett a protonalt
(m/z 331,08 (C17H1507)), mig negativ ionizacid mellett a deprotondlt (m/z 329,07
(C17H1307)) molekulak adnak jelet (25.C, C* abrak, 9. tablazat). Az ezekbdl szamitott
C17H1407 Osszegképlet és a fent bemutatott UV spektrum alapjan 33 a tricin (Li és mtsai
2016) (24.B abra). A négy egyforma UV spektrummal rendelkezd sszetevo koziil kettd-
kettd (31 és 34, illetve 32 és 35) azonos HR-MS spektrumokat is mutat (25. abra). Mind
a négy 0sszetevl esetében, pozitiv ionizacié mellett a protonalt molekulak (31, 34: m/z
497,14 (C26H25010); 32, 35: m/z 527,15 (C27H27011)) €s a natrium ionnal képzett adduktok
(31, 34: m/z 519,13 (C26H24010Na); 32, 35: m/z 549,14 (C27H26011Na)), mig negativ io-
nizécid mellett a deprotonalt molekuldk (31, 34: m/z 495,13 (C26H23010); 32, 35: m/z
525,14 (C27H25011)) és a formidt ionnal képzett adduktok (31, 34: m/z 541,14
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(C27H25012); 32, 35: m/z 571,15 (C2sH27013)) detektalhatok. Ezekbdl a 31 és 34 dsszete-
vokre a Co6H24010, mig a 32 és 35 Osszetevokre a Co7Ha6011 Osszegképlet szamithato (9.
tablazat). Mind a négy vegyiilet (31, 32, 34, és 35) HR-MS spektrumaiban fragmentum-
ként megtalalhatok a tricin protonalt és deprotonalt molekulai. Az MS adatok és a fent
bemutatott UV spektrum alapjan 31 és 34 a tricin-4’-O-(B-hidroxifenilgliceril)-éter, mig
32 és 35 a tricin-4’-O-(B-guajacilgliceril)-éter izomerjei (Li és mtsai 2016) (24.B abra).
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24, abra. Blizaszalma metil-alkohol olddszerrel készitett kivonatanak HPLC-UV kromatogramja (A=250—
800 nm) (A), az azonositott dsszetevok (31-35) szerkezeti képletei (B) és az 5. komposztgyartasi sor ezen
Osszetevoket zommel tartalmazo mintaibol (1-12) készitett kivonatok (C). Azonositott dsszetevok: tricin
(33), tricin-4’-O-(B-hidroxifenilgliceril)-éter izomerek (31 és 34), tricin-4’-O-(B-guajacilgliceril)-éter izo-
merek (32 és 35). Az 5. komposztgyartasi sor mintai: nyers buzaszalma (1), technolégiai vizben azott btiza-
szalma (2), szalmas csirketragya (3), 4zott buzaszalma és csirketragya keveréke (4), bunkertoltés (5), szal-
mas lotragya (6), els6 atrakas (7), masodik atrakas (8), kiszedés (9), attarolas (10), szemcsira (11), kitarolas
(12). Az azonositott vegyiileteknek a komposztgyartas elorehaladtaval bekovetkezd mennyiségi valtozasait
a 10. tablazat mutatja be. Foto: Berek-Nagy Péter Janos.
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25. abra. Buza- és arpaszalméaban azonositott 31-35 6sszetevok pozitiv (A—E) és negativ ionizacio (A’—E’) mellett felvett HR-MS spektrumai: tricin (33) (C, C°),
tricin-4’-O-(B-hidroxifenilgliceril)-éter izomerek ((31) (A, A’) és (34) (D, D”)), tricin-4’-O-(B-guajacilgliceril)-éter izomerek ((32) (B, B’) és (35) (E, E”)).

69



9. tablazat. A komposzt alapanyagaul szolgalé bliza- és arpaszalma kivonataiban azonositott 31-35 ve-
gyliletek, illetve a komposztbol izolalt Mycothermus thermophilus micéliumanak kivonataban azonositott
36 vegylilet nagyfelbontast tomegspektrometrias (HRMS) adatai.

vegyiilet vegyiilet vegyiilet detektalt ion detektalt ion | detektalt | szamitott| eltérés
sorszama neve Osszegképlete Osszegképlete m/z m/z (ppm)
tricin-4’-O-(B- [M+H]" CaHos010  |497,1436(497,1442| 1,294

31 hidroxifenil- CasHaiOr [M+Na]* Ca6H24010Na  |519,1256|519,1262| 1,075
gliceril)-éter [M-HT C6H23010 495,1301(495,1286|+3,144

1. izomerje [M+COOH]' Ca7H25012 541,1356 541,1341 +2,897
tricin-4’-O-(B- [M+H]* Cy7H2701n 527,15421527,1548| 1,040

1 .guaj.aci!— CarHasOns [M+Na]* C7;H26011Na  [549,1359(549,1367 | 1,462
gliceril)-éter [M—H] Cy7H2501 525,1406|525,1391|+2,822

1. izomerje [M+COOH] CasH27013 571,1461|571,1446|+2,631

. [M+H]* Ci7Hi507  |331,0806|331,0812| 1,810

33 tricin CrHu07 [M_H] CiHs0,  |329.0669]329,0656] 13,983
tricin-4’-O-(B- [M+H]* CoH25010  |497,1435(497,1442| 1,415

14 hidroxifenil- CostaiOro [M+Na]* Cy6H24010Na  [519,1256(519,1262|-1,075
gliceril)-éter [M-H] CaH23010  |495,1301(495,1286|+3,023

2. izomerje [M+COOH]' C27H25012 541,1356 541,1341 +2,767
tricin-4’-O-(B- [M+H]" Cy7H,01 |527,1543(527,1548|-0,926

35 guaj.aci!— CorHaOns [M+Na]* C7H26011Na  [549,1360(549,1367|—1,352
gliceril)-éter [M—H] Cy7H2501 525,1406|525,1391|+2,708

2. izomerje [M+COOH] CasH27013 571,1461|571,1446|+2,631

o [M+H]" C3H3,04N2  |507,2275(507,2278| 0,717

36 | aszterrikinon | CaoHa0OsN: [M_H] CiH2oO4N,  |505,2134(505,2122|+2,447

A buza- és arpaszalmaban azonositott 6t 0sszetevot a szalmas csirke-, illetve 16tragyabol
is kimutattuk, a nyers szalméban el6fordulé mennyiségiikhdz képest hatarozottan kisebb,
az 5. gyartasi sor esetében példaul kevesebb, mint feleakkora mennyiségben.

A repceszalmaban, a napraforgd termésfalaban, illetve a cirok- és kolesalapli szemesira-

ban nem detektaltunk ilyen osszeteviket.

A tricin és szarmazékainak mennyisége a komposztgyartas elérehaladtaval csokkent,
mely csokkenés az analitikai vizsgalatokba bevont, legtobb kiillonbdz6 mintat felvonul-
tatd 5. gyartasi sor esetében az alabbiak szerint alakult.

A vegyliletek legnagyobb mennyiségben a nyers buzaban fordultak eld. A blza techno-
logiai vizben tortént aztatdsa soran mennyiségiik koriilbeliil a haAromnegyedére, a szalmas
csirketragya hozzdadasanak kovetkeztében pedig hozzavetdlegesen a harmadara csok-
kent. A gyartas elérehaladtaval az els6 fazisu komposztban a vegyiiletek mennyisége 1é-
pésrol 1épésre nagysagrendekkel, a nyers buzaban tapasztalt kevesebb, mint egy szazalé-

kara csokkent, majd ezen a szinten is maradt egészen a gyartasi sor végéig (10. tablazat).
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10. tablazat. Buzaszalmaban azonositott vegyiiletek mennyiségi valtozasai a komposztgyartas eldre-
haladtaval.

blizaszalméban azonositott vegyiiletek®
szalma- és komposztmintak® 31 [ 32 | 3 | 34 | 35
vegyiiletek mennyisége (%)°

blizaszalma 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
azott blizaszalma 64,27 74,70 55,86 77,78 77,84
azott buzaszalma és csirketragya keveréke 26,74 28,98 42,76 27,59 32,22
bunkertoltés 2491 25,54 32,69 28,89 30,11
els6 atrakas 4,34 4,06 9,03 6,09 6,31
masodik atrakas 0,09 0,03 0,41 0,19 0,16
kiszedés 0,00 0,06 0,71 0,00 0,06
attarolas 0,00 0,00 0,29 0,00 0,05
kitarolas 0,00 0,06 1,38 0,00 0,04

2 A tablazat a vegyiileteknek az 6todik gyartasi sor szalma- és komposztmintaiban meghatarozott mennyi-
ségét mutatja be. A technoldgiai vizben azott buzaszalma kék, mig az elsd, masodik és harmadik fazis soran
vett komposztmintak rendre z6ld, piros és sarga hattérszinnel vannak jeldlve.

b Buzaszalméban azonositott vegyiiletek: tricin (33), tricin-4’-O-(B-hidroxifenilgliceril)-éter izomerek (31,
34) és tricin-4’-O-(B-guajacilgliceril)-éter izomerek (32, 35).

¢ A vegyliletek mennyiségét a komposztgyartas soran eléforduléd legnagyobb mennyiségiikhdz (100%) vi-
szonyitva, %-ban kifejezve allapitottuk meg, protonalt ionjaik intenzitasat alapul véve.

Tekintettel a M. thermophilus gomba masodik fazisi komposztban tapasztalt gyakori
eléfordulasara, meghataroztuk e faj harom gyartasi sorbdl szarmazé egy-egy izolatuma-
nak metabolikus 0sszetételét. Az izolatumokat celofannal boritott taptalajon tenyésztet-
tilk, a kivonatokat a celofanrdl levalasztott, gyakran lilds micéliumokbol készitettiik. A
kivonatokban egy 6 Osszetevot (36) detektaltunk (26.A abra), mely 282 és 472 nm-en
mutat elnyelési maximumot (F.13.F dbra). HR-MS spektrumaiban pozitiv ionizacid mel-
lett a protonalt (m/z 507,23 (C32H3104N2)), mig negativ ionizacidé mellett a deprotonalt
molekulak (m/z 505,21 (C32H2904N2)) adnak jelet (26.B, F abrak). Ezekbdl a C32H3004N2
Osszegképlet szamithato (9. tablazat).

Az Osszetevot 15, 30 és 45 eV titkdzési energidkkal, pozitiv és negativ ionizacidé mellett
egyarant fragmentaltuk. Pozitiv ionizé4ci6 soran, 15 eV hatasara m/z 439,16, mig 30 eV
hatasara m/z 371,10 fragmentum ionok keletkeznek (26.C, D abrak). Az eldbbi,
Co7H2204N>  Osszegképletli fragmentum a kiindulasi vegyiiletb6l, mig az utobbi,
C22H1404N; 0sszegképletli fragmentum az elébbi fragmentumbol, egy-egy | molekula-
részlet (CsHg) kilépésével képzddhet (26.H dbra). 45 eV hatasara m/z 343,11 és m/z
158,06 fragmentum ionok egyarant képzddnek (26.E abra). Az elobbi, C21H1403N> 0sz-
szegképletli fragmentum a mar korabban keletkezett, C2oH14O4N> 0sszegképletli frag-
mentumbol szén-monoxid kilépésével képzddhet, mig az utébbi, C10H7;0ON 6sszegképletii

fragmentum egy tovabbi szén-monoxid kilépésével, illetve az azt lead6 fragmentum ket-

tétorésével keletkezhet (26.H éabra).
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26. abra. Mycothermus thermophilus izolatum (fotd) micéliumabol metil-alkohol olddszerrel készitett kivonat HPLC-UV kromatogramja (A=230—600 nm) (A),
az aszterrikinon (36) 6sszetevo pozitiv (B—E) és negativ (F, G) ionizacid mellett felvett HR-MS (B, F) és HR-MS/MS (C-E, G) spektrumai, valamint szerkezeti
képlete és feltételezett fragmentalodasa (H). Utkozési energiak: 15 eV (C), 30 eV (D), 45 eV (E, G). Foto: Berek-Nagy Péter Janos.
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Negativ ioniz4ci6 soran latvanyosan csak 45 eV hatdsara fragmentalodik a vegyiilet, m/z
477,22 és m/z 224,11 fragmentum ionok egyarant keletkeznek (26.G éabra). Az eldbbi,
C31H3003N 6sszegképletii fragmentum a kiindulasi vegytiletbdl szén-monoxid kilépésé-
vel, mig az utdbbi, CisHisON osszegképletii fragmentum egy tovabbi szén-monoxid ki-
1épésével, illetve az azt lead6 fragmentum kettétorésével keletkezhet (26.H abra).

A fent bemutatott UV és MS adatok alapjan 36 az aszterrikinon (Mocek és mtsai 1996)
(26.H abra).

A masodik fazisu komposztbol jellemzden tomegesen izolalhatd M. thermophilus fent
azonositott anyagcseretermékét nem detektaltuk az ebbdl a célbol kiilon vizsgalt, attarolas

eredetli komposztmintdkban.
4.4.3 Gyogynovények endofiton gombdinak vegyiiletei

A festd buzér és tovises iglice gyogyaszati jelentdséggel bird fold alatti szerveibdl ké-
szitett kivonatokban azonositottuk e névények szakirodalom alapjan jellemzd6, f6 anyag-
cseretermékeit (Boldizsar és mtsai 2006, Gampe €s mtsai 2016). A tarackbuza gyoktor-
zsének kivonatdban az UV kromatogram alapjan szamottevd mennyiségben eléfordul6d

Osszetevot nem detektaltunk.

A festé buzér megvastagodott gyokereibdl izolalt endofiton gombak koziil két Acro-
calymma, négy Cadophora és hat Leptodophora izolatum metabolikus 0sszetételét hata-
roztuk meg. Igy jartunk el a tovises iglice f6gyokerébdl és a tarackbuiza gyoktorzsébol
szarmaz0 izolatumok esetében is, egy Cadophora, az egyetlen Penicillium és a két Dia-
porthe 1zolatum kivételével.

A gyodgyndvényekbdl izolalt endofiton gombak kivonataiban szamos, az UV kromatogra-
mok alapjan jelent6és mértékben felhalmozodo dsszetevot detektaltunk. Ezen 6sszetevok

azonositasa az alabbiakban keriil bemutatasra.

A mindharom gydgyndvénybdl azonositott Acrocalymma vagum izolatumok kivona-
taiban négy 6 Osszetevot (37—40) detektaltunk (27.A 4bra). UV spektrumaik alapjan 37
¢és 39 egyarant 236, 266 és 352 nm-en, 38 246 ¢s 330 nm-en, 40 pedig 256 és 338 nm-en
mutat elnyelési maximumot (F.14. dbra). HR-MS spektrumaik alapjan 38 és 39 klortar-
talmu vegytiletek (F.15.B, B’, C, C’ abrak, 11. tdblazat). UV és MS adataik alapjan 37 a
penicilliumolid B, 38 a rizopiknin A, 39 a TMC-264, 40 pedig az alternariol-9-metil-éter
lehetnek (Lai és mtsai 2016) (27.B abra).
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27. abra. Tarackbuzabol szarmazo6 Acrocalymma vagum izolatum (fotd) metil-alkohol oldészerrel készitett
kivonatanak HPLC-UV kromatogramja (A=230—600 nm) (A), valamint az azonositott 6sszetevok (penicil-
liumolid B (37), rizopiknin A (38), TMC-264 (39), alternariol-9-metil-éter (40)) szerkezeti képletei (B).
Fotd: Berek-Nagy Péter Janos.

A tarackbiizabol azonositott szamos Fusarium izolatum egyikének kivonataiban két f6
Osszetevot (41, 42) detektaltunk (28.A 4bra). UV spektrumaik alapjan 41 244, 268 és 384
nm-en, mig 42 278 és 404 nm-en mutat elnyelési maximumot (F.16.A, B abrak). Egy
masik Fusarium izoldtum kivonataiban egy f6 Osszetevot (43) detektaltunk (28.B édbra),
mely 236, 274 és 314 nm-en rendelkezik elnyelési maximummal (F.16.C abra). Ezen UV,
valamint HR-MS adataik (F.17. dbra, 11. tdblazat) alapjan, 41 az aurofuzarin, 42 a rubro-

fuzarin, mig 43 a zearalenon lehetnek (Cambaza 2018, Yu és mtsai 2022) (28.C abra).
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28. abra. Tarackbuzabo6l szarmazéd Fusarium izolatumok (fotok) metil-alkohol oldoészerrel készitett kivo-
natainak HPLC-UV kromatogramjai (A=230-600 nm) (A, B), valamint az azonositott 6sszetevok (aurofu-
zarin (41), rubrofuzarin (42), zearalenon (43)) szerkezeti képletei (C).

Fotok: Berek-Nagy Péter Janos.
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11. tablazat. A vizsgalt gyogynovények (festd buzér, tovises iglice, tarackbuza) gydgyaszati jelentdséggel
biro fold alatti szerveibdl izolalt endofiton gombak tenyészeteiben azonositott vegyiiletek (37—47) nagyfel-
bontasu tdmegspektrometrias (HRMS) adatai.

vegyiilet vegyiilet vegyiilet 0sz- | detektalt ion detektalt ion | detektalt | szamitott| eltérés
sorszama neve szegképlete Osszegképlete m/z m/z (ppm)
[M+H]* Ci6H1507 319,0802{319,0812|-3,320

37 penicilliumolid CH 10 [M+NH,]" CisH1sO7N  |336,1066(336,1078| 3,595
B [M—H] Ci6H1307 317,0657|317,0656|+0,476
[M+COOH] | CiHisOs  |363,0713363,0711]+0,720

[M+H]* CisHi607Cl  |355,0567|355,0579|-3,315

[M+2+H]" C16H1607°7C1 |357,0535|357,0550| 4,080

[M—H,O+H]* CisH1406Cl  |337,0462|337,0473|-3,300

[M+2-H,O+H]"| CisH1406’Cl |339,0433|339,0444|-3,310

. L. [M-H]" Ci6H1407C1  |353,0425|353,0423|+0,632

38 | rizopiknin A\ CioHisO7Cl ——r0r 56 1L,07CT [355.0394]355.0393] 10,178
[M_H;O_H] | CisH1204Cl |335,0320|335,0317]+1,038

[M+2-H,O-H]"| Ci6H1206°’Cl [337,0290(337,0287| 40,646

[M+COOH] Ci17H1609C1  {399,0477]399,0477|—-0,015

[M+2+COOH] | C17H1604°’Cl |401,0444|401,0448|-1,013

[M+H]" CisH1407,Cl  |353,0411|353,0423|-3,249

[M+2+H]" C16H1407°7Cl |355,0379|355,0393| 3,962

[M+NH4]" CisHi707NC1 |370,0676|370,0688| 3,178

[M+2+NH4]" | C16H;707N%"Cl |372,0644|372,0659 | -4,021

39| TMC-264 | CieHiOCl =g CroH1,0/Cl|351,0266|351,0266| 10,004
[M+2-H] C16H1207°7C1 |353,0236(353,0237|-0,274

[M+COOH] Ci17H1400C1  {397,0318]397,0321|—0,645

[M+2+COOH] | C17H1404*’Cl |399,0285|399,0291| 1,669

40 alternariol-9- C1sHpOs [M+H]" Ci5H1305 273,0747|273,0757| 4,028
metil-éter [M-H] Ci5H110s 271,0604(271,0601|+1,070

. [M+H]" CsoH1sOr2  |571,0859(571,0871| 2,035

41 | aurofuzarin | CsoHisO12 [M_H] Caol101 |569.0709]569.0715]-0.935
. [M+H]" Ci5H1305 273,07491273,0757|-3,149

42 | rubrofuzarin | CisHi20s [M—H] CisHiOs  |271,0605|271,0601|+1,550
[M+H]* CigH2305 319,1529|319,1540(-3,479

43 zearalenon C]gszOs [N[*H20+H]Jr C18H2104 301,1424 301,1434 *3,339
[M_H] CisHxOs  |317,1385[317,1384]+0,535

| szekalonsav [M+H]* CnH31014  639,1690]639,1708| 2,804

44 ’ izomer [M+NH4]* CH34014N  [656,1950]656,1974|-3,598
[M-H] C3H20014  |637,1548|637,1552|-0,631

45 2. szekalonsav [M+H]* CnH31014  639,1691]639,1708|-2,710
izomer CiHuoOm [M-H] CH20014  |637,15481637,1552| 0,646

46 3. S;ekalonsav [M+H]* CnH31014  639,1690]639,1708|-2,819
1zomer [M—H]- C3H29014 637,1549|637,1552|-0,458

4 szekalonsay [M+H]* CH31014  639,1689]639,1708|-3,101

47 ’ izomer [M+Na]* C3H30014Na [661,1503|661,1528| 3,746
[M-H] CH20014  |637,1548]637,1552|-0,568
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A szintén tarackbuzabodl azonositott Setophoma terrestris izoldtumok kivonataiban
négy azonos UV spektrumu §sszetevot (44-47) detektaltunk, melyek egyarant 338 nm-en
mutatnak elnyelési maximumot (29.A, F.18. dbrak). HR-MS spektrumaik alapjan egymas
izomerjei (F.19. abra, 11. tablazat). Pozitiv ionizaci6 mellett hasonldéan fragmentalddnak.
A protonalt molekulak (m/z 639,17 (C32H31014)) tandem tomegspektrumaiban detektal-
haté [M+H-m]" (m/z 561,14 (C30H25011)), [M+H-m-n]" (m/z 455,10 (C23H19010)), [M+H-
m-n-m’]" (m/z 377,06 (C21H;307)) és [M+H-m-n-m’-n’]" (m/z 271,02 (C14H70Os)) frag-
mentum ionok egyes ligandumok levalasaval, illetve az alapvaz feldarabolddaséaval ke-
letkezhetnek (29.B—F abrak). UV és MS adataik alapjan a 4447 6sszetevok szekalonsav
tipusu vegyiiletek lehetnek (El-Elimat és mtsai 2015, Liinne és mtsai 2021) (29.F dbra).

A festd buzér és tovises iglice gydgyaszati jelentdséggel bird fold alatti szerveibol
szdrmazo, kiilonbozd leszarmazasi vonalakat reprezentdld Cadophora és Leptodophora
izolatumok kivonataiban detektaltunk egy 262 és 492 nm-en elnyelési maximumot mu-
tato, HR-MS spektrumai alapjan CooH10Os 0sszegképlettel rendelkez6 dsszetevot. Ennek

a vegyliletnek az azonositasa folyamatban van.

A gyogynovényekbdl szarmazo endofiton gombak kivonataiban azonositott vegyiile-
tek koziil az A. vagum izolatumok termelte penicilliumolid B (37) 6sszetevot, illetve a S.
terrestris izolatumok termelte szekalonsav tipusu 0sszetevok koziil harmat (44, 46, 47)
egy-egy tarackblza, mig az egyik Fusarium izolatum tenyészeteiben felhalmozodott ze-
aralenon (43) 0sszetevét mind a négy tarackbuza kivonataban sikeriilt kimutatnunk, a ve-

gyliletek retencids ideje és Osszegképlete alapjan (30. abra, 12. tablazat).

12. tablazat. Az endofiton gombakban és gazdaszervezetiikben egyarant azonositott vegyiiletek mennyi-
ségi viszonyai.

endofiton gombdakban és gazdaszervezetiikben egyarant azonositott vegyiiletek

37 43 44 46 47
minta penicilliumolid zearalenon 1. szekalonsav | 3. szekalonsav | 4. szekalonsav
B izomer izomer izomer

vegyiiletek szelektiv ionintenzitasa (AU)?
gombatenyészet 405.000.000{ 2.140.000.000 498.000.000 477.000.000 181.000.000

gyoktorzs-1 - 49.300 - - -
gyoktorzs-2 65.200 134.000 - - -
gyoktorzs-3 - 32.700 - - -
gyoktorzs-4 - 138.000 536.000 248.000 123.000

2 Jonintenzitasok (arbitrary unit) az alabbi tomegtartomanyokban és ionizaciés moédokban:

penicilliumolid B: 319,07-319,09, pozitiv ionizacio;

zearalenon: 317,13-317,15, negativ ionizacio;

szekalonsav izomerek: 639,16—639,18, pozitiv ionizacid.

b Tarackbtizabdl szarmazd endofiton gombak a vegyiiletet legnagyobb mennyiségben tartalmazo tenyé-
szete.

gyoktorzs-1-gyoktorzs-4: A négy vizsgalt tarackbuza egyed gyoktorzse.

76



639.1683

100+
A 44 1B
m'IULI' i 1
o Il 50+ 2710222 377.0641 561.1371
zZ 5 46 1 4550877 5p1.1162
Egw 45 1 L i L
A L I L i Ll i . ' TR T b
=B Y 47 0 639 1685
= rd | . 100+
o 04 B B e e o e i e o o e EHSCES B e 1C
120 125 130 135 14.0 145 15.0 s 1 377.0643 455.0073
retencids idé (parc) 9 307 2710224 l 561.1371
m - §
b=} — A v
F m € o1 ¥ R R ST W T S X
4 2 391695
! wm 1005
2 1D
® 1 4550990
T 504 2710217 3770643 l 611374
ol ¥ i b e e
100 5611374
1E 377.0642 621.1582
] 501.1163 639.1686
50 2710227 ‘ { \
1. ¥, R | . l [ P P T l L
0 LI I B T | I I | LI I LI L L |
250 300 50 400 450 500 550 500 50 700
m/z

29. abra. Tarackbuzabol szarmazo Setophoma terrestris izolatum (fotd) metil-alkohol olddszerrel készitett kivonatanak HPLC-UV kromatogramja (A=230-600 nm) (A),
valamint a szekalonsav izomerekként azonositott 44—47 dsszetevok pozitiv ionizacié mellett felvett HR-MS/MS spektrumai (B—E), altalanos szerkezeti képletiik és feltéte-
lezett fragmentalodasuk (F). Utkdzési energia: 30 eV.

Foto: Berek-Nagy Péter Janos.
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30. abra. Tarackbtiza gyoktorzsébol szarmazo egy-egy Acrocalymma vagum (A), Fusarium sp.
(B) és Setophoma terrestris (C) izolatum (fotok) metil-alkohol olddszerrel készitett kivonatanak
HPLC-UV kromatogramjai (A=230-600 nm) (A—C), valamint e kivonatok (A’—C”) és egy-egy
tarackbuza gyoktorzs (fotok) kivonatanak (A*’—C’’) a 37 (A’, A”’), 43 (B’, B”) és 4447 (C’,
C”) osszetevokre szelektiv HPLC-MS kromatogramjai (A’—C’, A”’—C””) (tdmegtartomanyok és
ionizaciés modok: penicilliumolid B (37): 319,07-319,09, pozitiv ionizacio; zearalenon (43):
317,13-317,15, negativ ionizacio; szekalonsav izomerek (44—47): 639,16-639,18, pozitiv ioni-
zacio).

Fotok: Berek-Nagy Péter Janos.



4.5 Vegyiiletek in vitro bioldgiai aktivitasa
4.5.1 Novényre gyakorolt hatds
4.5.1.1 Salatamagvak csirazasara gyakorolt hatas

A F. fulophaczii fajbol azonositott 2, 5 és 8 Osszetevok saldtamagvak csirazasara, a
csirandvények novekedésére gyakorolt hatasat teszteltiik. A vegyiiletek egyik koncentra-
cidban sem befolyasoltak a magvak csirazasat, a csirandvények gyokér-, illetve a hipo-

kotilhosszat (F.20. abra).
4.5.1.2 Békalencse novekedesére gyakorolt hatas

A F. fulophazii fajbol azonositott 2, 5 és 8, tovabba a Darksidea nemzetségbdl azono-
sitott 13—16, 18-27, 29 és 30 Osszetevok békalencse ndvekedésére gyakorolt hatasat tesz-
teltiik. Osszesen 10, a Darksidea nemzetségbdl azonositott vegyiilet (15, 19, 20, 22-25,
27, 29, 30) mutatott szignifikans, ndvekedésgatld hatast (F.21. abra, 13. tdblazat).

13. tablazat. A Darksidea izolatumok tenyészeteiben azonositott vegyiiletek békalencse névekedését gatlo

hatasa.
békalencse leveleinek békalencse leveleinek
LI iisszt'eriiletét csékkeqté sz?imét csokkentd ’
legkisebb koncentracid legkisebb koncentracid
(uM) (uM)

13 | PF1092C C-2 epimerje >150 >150
14 | PF1092C >150 >150
15 | petaszol 10 10
16 | izopetaszol >150 >150
18 | 3-epi-petaszol >150 >150
19 | petaszol oxidalt szarmazéka 150 >150
20 | aszkomikon B 50 100
21 | monocerin >150 >150
22 | 6-deoxibosztrikoidin 10 50
23 | epikokkamid A 50 150
24 | F2928-1 150 150
25 | fomopszidin 50 100
26 | aszkomikon A >150 >150
27 | epikokkamid A uronsavas szdrmazéka 50 50
29 | epikokkamid D 50 >150
30 | epikokkamid D uronsavas szdrmazéka 50 100

* A Darksidea izolatumok tenyészeteiben azonositott vegyiiletek (13—30) koziil az izopetaszol oxidalt szar-
mazekat (17) és az F2928-2 (28) vegyiiletet, azok elégtelen mennyisége miatt, nem teszteltiik.

A békalencse leveleinek Osszteriiletét szignifikansan csokkentd legkisebb koncentracio a
6-deoxibosztrikoidin (22) és a petaszol (15) esetében 10 uM, az aszkomikon B (20), az
epikokkamid A és D (23, 29), valamint uronsavas szarmazékaik (27, 30), illetve a
fomopszidin (25) esetében 50 uM, az F2928-1 (24) és a petaszol oxidalt szarmazéka (19)
esetében pedig 150 uM (F.21. abra, 13. tablazat).
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A békalencse leveleinek szamat szignifikansan csokkentd legkisebb koncentracio a peta-
szol (15) esetében 10 uM, a 6-deoxibosztrikoidin (22) és az epikokkamid A uronsavas
szarmazeka (27) esetében 50 uM, az aszkomikon B (20), az epikokkamid D uronsavas
szarmazeka (30) és a fomopszidin (25) esetében 100 uM, az epikokkamid A (23) és az
F2928-1 (24) esetében pedig 150 uM (F.21. abra, 13. tablazat).

A Darksidea nemzetségbdl azonositott 13, 14, 16, 18, 21 és 26, tovabba a F. fulophazii
fajbol azonositott 2, 5 és 8 Osszetevok egyik koncentracioban sem befolyasoltdk a béka-
lencse novekedését (F.21., F.22. abrék, 13. tablazat). A szintén tisztan izolalt 17 és 28

Osszetevoket, sziikséges mennyiségiik hianyaban nem teszteltiik.
4.5.2 Citosztatikus hatds

A F. fulophazii fajbol azonositott 2, 5 és 8 vegyiiletek in vitro citosztatikus hatasat
teszteltiik 12 daganatos és egy normal (egészséges) sejtvonalon, az MTT moddszer alkal-
mazasaval.

A vermelhotin (5) mérsékelten, ugyanakkor szignifikdnsan gatolta mind a 12 daganatos
sejtvonalat (ICso: 9,4-37,0 uM), mig az egészséges sejtekre nem volt hatdssal. A hidroxi-
vermelhotin (2) és a flavoklorin A (8) nem bizonyultak hatdsosnak egyik sejtvonallal

szemben sem (14. tablazat).

14. tablazat. A Flavomyces fulophazii izolatumok tenyészeteiben azonositott 11-hidroxi-vermelhotin, ver-
melhotin és flavoklorin A vegyiiletek antiproliferativ aktivitasa.

sejtvonalak vegyiiletek antiproliferativ aktivitadsa (ICso, uM)

2 5 8 referencia vegyiiletek®

! 1-h1dr0x1.-Ver- vermelhotin flavoklorin A Dau Sal

melhotin

1A2058 >100 12,1 67,9 0,3! n. a.
A431 >100 19,9 >100 0,7 n. a.
EBC-1 >100 20,0 >100 1,2 n. a.
H838 >100 22,1 >100 10,2 n. a.
HEK-293 >100 21,6 >100 n. a. n. a.
HepG2 >100 10,1 >100 1,22 5,8
HL-60 >100 9,4 >100 0,02* n. a.
HT-29 >100 31,4 >100 0,2° n. a.
LCLC-103H >100 37,0 >100 8,6 n. a.
MonoMac-6 >100 17,1 >100 0,6 2,23
SH-SY5Y >100 12,9 >100 0,7 n. a.
u87 >100 28,6 >100 0,42 0,8
IVERO E6 >100 >100 >100 n. a. n. a.

15 Trodalmi adatok (! Lajko és mtsai 2018, 2 Kiss és mtsai 2019, * Baranyai és mtsai 2017, 4 Orbéan és mtsai
2011, ° Tripodi és mtsai 2020).

2 Pozitiv kontrollként szolgald vegyiiletek: Dau (daunomicin) és Sal (5-kloro-2-hidroxi-N-[4-(trifluo-
rometil)fenil]benzamid (szalicilanilid szarmazék) a HepG2, MonoMac-6 és U87 sejtvonalakkal szemben).
n. a.: nincs adat

Alkalmazott sejtvonalak: A2058 (humén, melanéma), A431 (huméan, epidermoid karcinéma), EBC-1 (hu-
man, nem-kissejtes tiid karcinoma), H838 (human, tiidé adenokarcinéma), HEK-293 (human, embrionalis
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vese), HepG2 (human, hepatocelluléris karcinoma), HL-60 (human, promielocitikus leukémia), HT-29 (hu-
man, kolorektalis adenokarcinoma), LCLC-103H (human, nagysejtes tiidé karcinoma), MonoMac-6 (hu-
man, monocitikus leukémia), SH-SYS5Y (human, neuroblasztoma), U87 (human, glioblasztoma) és VERO
E6 (Cercopithecus aethiops, nem tumor eredetli, vese, epitelialis sejtek).
Berek-Nagy és mtsai (2021) altal publikalt tablazat modositott valtozata.

4.5.3 Antibakteridlis hatdas

A Darksidea nemzetségbdl azonositott 18 Osszetevd (13—30) antibakterialis hatasat
teszteltiik, melyek koziil két 6sszetevo gatolta a Staphylococcus aureus MRSA és MSSA
baktériumtorzseket. Az aszkomikon A (26) minimalis gatld koncentracidja (MIC) 25 uM
az MRSA ¢és 100 uM az MSSA torzzsel szemben, mig a 6-deoxibosztrikoidin (22) ve-
gytiileté 100 uM mindkét torzzsel szemben. E két vegyiilet egyik koncentracioban sem
gatolta az Escherichia coli és Pseudomonas aeruginosa torzseket, illetve a tovabbi 16

vegyiilet sem gatolta a felhasznalt baktériumtorzsek egyikét sem.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

5.1 Sotét szeptalt endofiton gombak és vegyiileteik
5.1.1 Flavomyces fulophazii izoldatumok

5.1.1.1 Flavomyces fulophazii izolatumok azonositasa

A kutatdcsoportunk altal két hazai izolatum alapjan leirt F. fulophazii (F. fueloephazae
(Yang és mtsai 2022)) (Knapp és mtsai 2015) tovabbi nyolc izolatumat azonositottuk ha-
zéankban gyljtott Festuca vaginata, hét izolatumat pedig Mongolidban gyujtott Stipa
krylovii pazsitfiifélek gyokereibdl (Knapp €s mtsai 2019, Berek-Nagy és mtsai 2021) (F.2.
tablazat). Ezaltal elsdként igazoltuk e kordbban csak Magyarorszagrol, F. vaginata gyo-
kereibdl ismert faj el6fordulasat Mongoliaban, valamint S. krylovii gybkereiben. Az igy
vonasaval végzett filogenetikai elemzés alapjan a F. fulophazii a Pleosporales rend Mas-
sarineae alrendjének Periconiaceae csaladjaba tartozik (Berek-Nagy és mtsai 2021) (3.
abra), ami 6sszhangban van a korabbi és frissebb filogenetikai elemzések eredményeivel
(Knapp és mtsai 2015, Tanaka és mtsai 2015, Yang és mtsai 2022). A Periconiaceae csa-
ladot els@sorban szaprotrof, tovabba endofiton és patogén gombak alkotjak, koztiik a pa-
zsitfufélék gyokereit vilagszerte kolonizalod P. macrospinosa endofiton gomba. A Perico-
niaceae csaladba a monotipikus, azaz egy-egy faj reprezentalta Bambusistroma,
Flavomyces, Noosia és Sporidesmium, illetve a szdmos fajt szamlaloé Periconia nemzet-
ségek tartoznak. Ezek koziil a monotipikus nemzetségek a filogenetikai elemzések soran
rendszerint be¢kelddnek a Periconia nemzetség kiillonb6zd képviseldi kozé (Yang és
mtsai 2022). Ez tortént az altalunk felhasznalt, a Flavomyces €s Noosia nemzetségeket

reprezentald szekvenciakkal is (Berek-Nagy és mtsai 2021) (3. dbra).
5.1.1.2 Flavomyces fulophazii izoldtumok vegyiiletei

A F. fulophazii endofiton gomba masodlagos anyagcseretermékeit elsdként azonosi-
tottuk. A rendelkezésiinkre allo 17 izolatum kivonatainak vizsgalata sordn 12 dsszetevot
(1-12) azonositottunk (10., 11. abrék, 7. tablazat), 11 koziliik uj, természetes vegyiilet-
nek bizonyult (Berek-Nagy és mtsai 2021).

Az izolatumok kivonataiban egy f6 0sszetevot (5) detektaltunk (10.A dbra), melyet a
vermelhotin (Hosoe és mtsai 2006) (10.F abra), tetramsav tipust vegyiiletként azonosi-
tottunk, az irodalmi adatokkal (Leyte-Lugo és mtsai 2012) 6sszhangban az E- és Z-ver-

melhotin egyensulyi keverékeként izoldltunk (Berek-Nagy és mtsai 2021). A tetrdmsav
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tipusu vegyiiletek baktériumok és gombak termelte, poliketid szintdz és nem-riboszoma-
lis peptid szintetdz enzimek altal felépitett anyagcseretermékek. Az alapvazukhoz (pirro-
lidin-2,4-dion) kapcsolddo funkcios csoportok sokféleségébdl adodoan valtozatos szer-
kezetliek és kiilonboz6 hatasuak (Mo €s mtsai 2014).

A vermelhotin egy ritka el6fordulast tetramsav szarmazék, termelddését a gombak koré-
ben, minddssze négy izolatum esetében mutattak ki (Hosoe és mtsai 2006, Kasettrathat
¢s mtsai 2008, Leyte-Lugo és mtsai 2012, Kuhnert és mtsai 2014). A négy izolatumbol
harmat azonositottak, egyet a Xylariales rendbe tartozd Hypoxylon lechatii (Kuhnert és
mtsai 2014), kett6t pedig a Pleosporales rend képviseldiként (Kasettrathat és mtsai 2008,
Leyte-Lugo és mtsai 2012). Utobbiak egyikét, a tengeri szivacsbol szdrmazo CRI1247-01
izolatumot (Kasettrathat és mtsai 2008), nyilvdnos ITS szekvencidja alapjan, a P.
echinochloae (Periconiaceae) képviseldjeként azonositottuk (3. dbra). Kovetkezéskép-
pen, a Periconiaceae csaladban nem a F. fulophazii a vermelhotin egyediili forrdsa, ami
alapjan e vegyiilet akar a csalad egy kemotaxonémiai bélyegeként is kezelhetd (Berek-
Nagy és mtsai 2021). Tekintettel ugyanakkor a vermelhotin egymastol tdvoli rendekben
(Pleosporales, Xylariales) is el6fordulo termelddésére, e vegyiilet bioszintézise a gombak
evolucidja soran tobb alkalommal, egymastdl fiiggetleniil jelenhetett meg (Kuhnert és
mtsai 2014). A vermelhotin négy ismert forrasa koziil a Pleosporales rendet reprezentalo
MEXU 26343 izolatumot a Hintonia latiflora (Rubiaceae) gyogyndvény levelébdl, a F.
Sfulophazii izolatumokhoz hasonldan, endofitonként izolaltak (Leyte-Lugo és mtsai 2012).
A vermelhotin szdmos bioldgiai aktivitasat igazoltak mar. JelentOs citotoxikus és gyulla-
dasgatlo, valamint antimikobakterialis €s antiplazmodiélis hatassal bir, azaz eredménye-
sen gatolja a Mycobacterium tuberculosis és a Plasmodium falciparum koérokozdkat
(Kasettrathat és mtsai 2008, Pansanit és mtsai 2013, Ganihigama és mtsai 2015). Emellett
gatolja a szamos élettani folyamatban szerepet jatszo, kalmodulin nevil kalciumkotd fe-
hérjét, illetve a protein tirozin foszfataz 1B (PTP1B) enzimet is (Leyte-Lugo és mtsai
2012, Diaz-Rojas és mtsai 2023). A vermelhotin hatasainak sokfélesége, ugyanakkor kor-
latozott hozzaférhetésége miatt a F. fulophazii endofiton gomba, a vermelhotin 0j és bo-
séges természetes forrasaként, jelentds szerepet tolthet be e vegylilet tovabbi vizsgalatok-

hoz sziikséges eldallitasaban (Berek-Nagy és mtsai 2021).

A vermelhotin mellett a kivonatokban azonositottunk tovabbi négy tetramsav tipusu
Osszetevot (1-4), melyek a vermelhotin 1j, természetes, dihidroxi-, hidroxi-, oxo- és me-

toxi-szarmazékai (Berek-Nagy és mtsai 2021) (10.B-E 4bra). Hasonl6an, Kuhnert és

83



mtsai (2014), a H. lechatii gomba kivonatéban, a vermelhotin mellett azonositottak annak
hipoxi-vermelhotin A, B és C nevii szdrmazékait is (Kuhnert és mtsai 2014). Ahogy a
vermelhotin, ugy ezek a szarmazékok, illetve az altalunk izolalt hidroxi-vermelhotin is £-
¢s Z-izomerek egyensulyi keverékének bizonyultak (Kuhnert és mtsai 2014, Berek-Nagy
¢s mtsai 2021).

A F. fulophazii endofiton gomba kivonataiban az 6t tetramsav tipusu dsszetevo mellett
azonositottunk hét azafilon tipusu, klortartalma 6sszetevot (6-12) is. Utdbbiak mind-
egyike 1j, természetes vegyiiletnek bizonyult, melyeknek — utalva a termeld gombara,
illetve e vegyiiletek klortartalmara — a flavoklorin A—G neveket adtuk (Berek-Nagy ¢és
mtsai 2021) (11. abra, 7. tablazat).

Az azafilon (azafilonoid) tipusu vegyiiletek gombdk termelte, kétgytlirlis, piranokinon
alapvazzal rendelkez6 poliketidek. Neviiket a nitrogéntartalmu vegyiiletekkel szembeni
reakciokészségiikrol kaptak. Ammoniaval, illetve aminocsoportot tartalmazé vegytiletek-
kel vald, Schiff bazis képzodésével majd vizmolekula felszabadulasaval jar6 reakciojuk
soran jellemzden szines, alapvazukban piran oxigén helyett nitrogént tartalmaz6 szarma-
z€kok képzddnek. Az azafilon tipust vegyiiletek aminocsoportot tartalmazé (makro)mo-
lekuldkkal (aminosavak, fehérjék és nukleinsavak) valo reakcidja allhat sokrétli biologiai
aktivitasuk hatterében (Gao és mtsai 2013).

Az altalunk azonositott azafilon tipust Osszetevok alapvazaban — a flavoklorin D (12)
kivételével — nitrogén talalhato, igy ezek az 6sszetevOk a piran oxigénnel rendelkezd eld-
anyagaik nitrogéntartalmu vegyiiletekkel valo reakcioi soran alakulhattak ki. MS és NMR
adataink alapjan a flavoklorin E (6) és flavoklorin G (11) a piran oxigénnel rendelkezd
flavoklorin D szerin, illetve norvalin aminosavval képzett szarmazékainak tekinthet6k
(Berek-Nagy és mtsai 2021). Hasonloan, a flavoklorin A (8) keletkezhetett a flavoklorin
D és a szerin dekarboxilalt szarmazékanak reakcidjaval. Az alapvaz nitrogénjén oldallan-
cot nem hordoz6 flavoklorin B (9) pedig a flavoklorin A aminosav eredetli oldalldncanak
elvesztésével, vagy a flavoklorin D ammoniaval valo6 reakcidja soran képzddhetett.
Azafilon tipust, akar klortartalmt vegytileteket nagy szamban azonositottak kiilonb6zo
gombdk kivonataiban (Gao ¢és mtsai 2013). Zang és mtsai (2012) példaul egy endofiton
Diaporthe 1zolatum kivonataban azonositottak klortartalmu, pirdn oxigén helyett nitro-
génnel rendelkezd, azafilon tipust Osszetevoket, melyek kialakuldsat a flavoklorin 6ssze-
tevok kialakuldsanak altalunk feltételezett mechanizmusahoz hasonléan magyaraztak.

Ahogy fogalmaznak, az izokromofilan X és XII §sszetevOk a pirdn oxigénnel rendelkezd
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szklerotiorin molekula fenilalanin és triptofdn aminosavak dekarboxilalt szarmazékaival
valod reakcidi soran alakulhattak ki, az alapvaz nitrogénjén oldallancot nem hordozo szkle-
rotioramin &sszetevo pedig a szklerotiorin ammoniaval valo reakcioja soran képzddhetett
(Zang és mtsai 2012). Megjegyzendd, hogy mig Zang és mtsai (2012) a Diaporthe izola-
tum kivonatdban nem azonositottak a szklerotiorin nevii vegyiiletet, addig nekiink a F.
fulophazii izolatumok kivonataiban sikeriilt azonositanunk a legtobb nitrogéntartalmt
flavoklorin 0sszetevo eldanyaganak tekinthetd, piran oxigénnel rendelkez6 flavoklorin D

vegyliletet (Berek-Nagy és mtsai 2021).

A F. fulophazii endofiton gomba tehat, a ritka el6fordulast, am szdmos bioldgiai akti-
vitassal bird vermelhotin mellett 11 1j, koztiikk négy tetramsav- és hét azafilon tipusu ve-

gylilet értékes forrdsanak bizonyult.
5.1.2 Darksidea izolatumok
5.1.2.1 Darksidea izoldatumok azonositasa

A kutatdcsoportunk altal, szamos hazai izolatum alapjan leirt Darksidea nemzetség
(Knapp és mtsai 2015) 33 izolatumat azonositottuk Mongoélidban gytijtott S. krylovii
(Knapp és mtsai 2019), egy izolatumat hazankban gyijtétt F. vaginata, 6t izolatumat pe-
dig Kazahsztanban gytjtott Hordeum leporinum, S. capillata és Triticum aestivum pazsit-
fufélék gyokereibdl (F.3. tdblazat). Ezaltal elsoként igazoltuk a Darksidea nemzetség eld-
fordulasat Mongoliaban és Kazahsztanban, valamint H. leporinum, S. capillata és S.

krylovii gyokereiben.

Szamos kutatas igazolja a Darksidea nemzetség jellemzéen dominéans eléfordulasat a
kiskunsagi nyilt homokpusztagyepek (Knapp €és mtsai 2012, 2015) és az észak-amerikai
prérik (Hawkes és mtsai 2006, Green és mtsai 2008, Porras-Alfaro és mtsai 2008, Herrera
és mtsai 2010, 2011, Khidir és mtsai 2010, Carpenter és mtsai 2021, Romero-Jiménez és
mtsai 2022, Rudgers és mtsai 2022) gydkérendofiton gombakozdsségeiben. A kiterjedt
sztyeppéknek otthont add Azsian beliil csak Kinabol, jellemzden Belsé-Mongolia tarto-
manybol jelentették a nemzetség eldforduldsat (Su és mtsai 2010, Chen és mtsai 2018, Li
¢s mtsai 2018, Hou és mtsai 2019, Chen és mtsai 2020, Nan és mtsai 2020, Yang és mtsai
2020a, Zuo és mtsai 2020, Xie é¢s mtsai 2021b, Wang és mtsai 2022, Yuan és mtsai 2023).
A Mongolidbol azonositott izolatumaink jelentds része, mintegy a negyede reprezentalja

a Darksidea nemzetséget (Knapp €s mtsai 2019). A Darksidea nemzetség eurédzsiai
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sztyeppéken és észak-amerikai prériken tapasztalt, jellemzden gyakori eléfordulasa ala-
tdmasztja azt a feltételezést, miszerint a kiilonboz6 foldrajzi régiok flives teriileteinek
gyokérendofiton gombak6zosségei osztoznak bizonyos, e kozosségek magjait képezd ta-
xonokon, igy példaul a pazsitfiifélék gyokereit vilagszerte kolonizald P. macrospinosa és
M. bolley fajokon (Khidir és mtsai 2010, Knapp és mtsai 2012, 2015, 2019). Bar kiterjedt
fiives teriiletek Dél-Amerikaban, Afrikaban és Ausztraliaban is talalhatok, a Darksidea
nemzetség eléfordulasat a déli félgomb 0koszisztémainak gyokérasszocialt gombakdzos-
ségeivel foglalkozo tanulmanyok (pl. Pili és mtsai 2016, Johansen és mtsai 2017, Lugo

¢s mtsai 2018) egyike sem igazolta.

A Darksidea nemzetség képvisel6i elsdsorban a pazsitfufélek gyokereit kolonizaljak
(pl. Knapp és mtsai 2012, Romero-Jiménez és mtsai 2022), de igazoltak eléfordulasukat
egyes, a balvanyfafélék (Simaroubaceae), a kaposztafélék (Brassicaceae), az szirdzsafé-
1€k (Asteraceae), a pillangosviraguak (Fabaceae), a szegfiifélék (Caryophyllaceae) és a
szuharfélék (Cistaceae) csaladjaba tartozo, jellemzoen fas szarti ndvények gydkereiben is
(Knapp és mtsai 2012, Glynou és mtsai 2016, Chen és mtsai 2018, Li és mtsai 2018, 2021,
Hou és mtsai 2019, Zuo és mtsai 2020, Carpenter €s mtsai 2021). A jelen munkdink ke-
retében Darksidea izolatumok forrdsanak bizonyult F. vaginata, H. leporinum, S. capil-
lata, S. krylovii és T. aestivum fajok koziil F. vaginata és T. aestivum gyokereibol korab-
ban is eldkertiltek e nemzetség képviseldi (Knapp és mtsai 2012, 2015, Bokati és mtsai
2016), illetve S. krylovii rizoszférajabol kimutattak Darksidea nemzetséget reprezentald
DNS szekvencidkat (Nan és mtsai 2020, Xie és mtsai 2021b). Az egyetlen, kiilfoldi kuta-
tocsoporttdl kapott, de altalunk azonositott izolatumon (SP55) kiviil, szdmos Darksidea

izolatum keriilt mar el6 F. rubra subsp. pruinosa gyokereibdl is (Pereira és mtsai 2019).

A Darksidea nemzetség eléfordulasaval kapcsolatos ismereteinkhez hozzéjarul, hogy
szdmos, még a nemzetség leirdsat megeldzden, nemzetség szintjén nem, vagy tévesen a
Paraphaeosphaeria nemzetség képviseldjeként azonositott izolatum ¢és szekvencia valo-

jaban a Darksidea nemzetséget reprezentalja (Knapp és mtsai 2015).

A jelen vagy korabbi munkdink keretében altalunk izolalt, valamint a kiilf61di kutato-
csoportok altal rendelkezésiinkre bocsatott izolatumokkal egylitt egy kiilonb6zé konti-
nensekrol és 6koszisztémakbol, elsdsorban pazsitfiifélek, de mas csalddokat is reprezen-
talo novények gyokereibdl szarmazod, dsszesen 106 Darksidea izolatumbol allo gytijte-

ményre tettiink szert.
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Meghataroztuk mind a 106 izolatum ITS, LSU, SSU, valamint TEF'I-o és fTUB szek-
vencidit, amennyiben azok nem alltak rendelkezésiinkre korabbi tanulmanyokbdl (Knapp
¢s mtsai 2015, Glynou és mtsai 2016, Romero-Jiménez és mtsai 2022). Bar a gombak
DNS vonalkédjaként (,,DNA barcode’) szamon tartott ntDNS ITS régidé dnmagaban al-
kalmas a gombak széles korének fajszintli azonositasara, egyes esetekben sziikség van
tovabbi riboszomalis (LSU, SSU), illetve fehérjekodolod gének (pl. TEF1-a, fTUB) szek-
venciainak meghatarozasa, filogenetikai elemzésekhez torténd felhasznalasara is (Raja €s
mtsai 2017). A Darksidea izolatumok kiilonb6z6é szekvencidinak felhasznalasaval, a
nemzetség Lentitheciaceae csaladon beliili helyzetének megallapitdsa, valamint a nem-
zetségen beliili leszarmazasi vonalak megkiilonboztetése céljabol, csalad- és nemzetség-

szintli filogenetikai elemzéseket végeztiink.

A csaladszintli filogenetikai elemzés megerdsitette a Darksidea nemzetség Lentithe-
ciaceae csaladban elfoglalt helyzetét (Knapp és mtsai 2015, Tanaka és mtsai 2015) (4.
abra). A Lentitheciaceae csaladba jellemzden vizi €s szarazfoldi novényeken eléforduld
szaprotrof gombak tartoznak (Zhang és mtsai 2009). Molekularis filogenetikai elemzé-
sek, illetve az ivaros és ivartalan alakok morfologidja alapjan a csaladot 20 nemzetség
(Crassoascoma, Darksidea, Groenewaldia, Halobyssothecium, Katumotoa, Keissleri-
ella, Lentithecium, Murilentithecium, Neolentithecia, Neoophiosphaerella, Paralentithe-
cium, Phragmocamarosporium, Pleurophoma, Poaceascoma, Pseudokeissleriella, Pseu-
domurilentithecium, Setoseptoria, Tingoldiago, Towyspora és Wettsteinina) alkotja (Ra-
jeshkumar és mtsai 2023, Shen és mtsai 2023). Elemzésiink alapjan a Darksidea nemzet-
ség testvércsoportja a kozelmultban leirt Crassoascoma nemzetség (Liu és mtsai 2022),
kozeli rokonai tovabba a Halobyssothecium nemzetség (Dayarathne és mtsai 2018, Cala-
bon és mtsai 2021), illetve a Lentithecium nemzetségbe tartozo L. clioninum, L. pseudoc-
lioninum és L. fluviatile fajok is (Zhang és mtsai 2009, Calabon és mtsai 2021) (4. ébra).
Mivel a L. fluviatile a csalad tipusfaja (Zhang és mtsai 2009), a Darksidea nemzetség a
Lentitheciaceae csaldd magjéhoz tartozik. A filogenetikai fan szerepld L. aquaticum nem
tagja a Lentithecium nemzetségnek, a Darksidea, Crassoascoma, Halobyssothecium és
Lentithecium nemzetségek alkotta klad mellett egy 6nallé leszarmazasi vonalat képez
(Calabon és mtsai 2021). Az elemzés eredményeként, ahogy a F. fulophazii endofiton
gombanak is otthont ad6 Periconiaceae csalad monotipikus nemzetségei be¢kelddtek a
Periconia nemzetség képviseldi kozé, ugy a Murilentithecium, Phragmocamarosporium

¢és Pleurophoma nemzetségek is beékelddtek a Keissleriella nemzetség képviseldi koze,
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utalva a Lentitheciaceae csalad legalabb egyes leszdrmazasi vonalainak tisztazatlan taxo-
némidjara. A Darksidea nemzetség azonban egy erds tdmogatottsagu, monofiletikus le-
szarmazasi vonalat képez a Lentitheciaceae csalddon beliil (pl. Calabon és mtsai 2021,

Liu és mtsai 2022, Shen és mtsai 2023) (4. abra).

A Lentitheciaceae csaladba tartozo nemzetségeket €s fajokat rendszerint az ivaros ala-
kok morfologidja alapjan jellemzik, igy van ez a Darksidea nemzetség legkodzelebbi ro-
konainak szamit6 Crassoascoma, Halobyssothecium és Lentithecium nemzetségek eseté-
ben is (Calabon ¢és mtsai 2021, Liu és mtsai 2022). A Darksidea nemzetség képviseldi
azonban mas, szintén a Pleosporales rendet reprezentald gyokérendofiton gombéakhoz (pl.
F. fulophazii) hasonloan, nem képeznek termotesteket. Termdtestek €és termdtestszeri
struktirdk képzdédését Darksidea izoldtumok esetében minddssze egyszer, a mi kutato-
csoportunknak sikeriilt indukalnia (Knapp €s mtsai 2015). Azota mi sem, illetve az izola-
tumokat rendelkezésiinkre bocsatd kiilfoldi kutatocsoportok sem figyeltek meg ivaros
szaporitoképleteket, a kiilonboz6 laboratériumokban alkalmazott kiilonboz6 tenyésztési
koriilmények, valamint az izoldtumok hosszu ideje torténd fenntartasa ellenére sem. A
termdtestek hianya, valamint a konspecifikus izolatumok altalunk is tapasztalt genetikai
¢s morfoldgiai heterogenitasa (Knapp és mtsai 2015, Romero-Jiménez és mtsai 2022)
miatt, a Darksidea nemzetség kiilonb6z6 leszdrmazasi vonalainak megkiilonboztetésé¢hez
a makro- és mikromorfoldgiai vizsgalatokon, valamint a tobblokuszos filogenetikai elem-
zéseken tul, az izolatumok mas szempontok alapjan torténd jellemzése is sziikséges. Ilyen
szempont lehet az izolatumok metabolittermelése is. A gombak metabolittermelésének
szamos esetben igazolt taxonspecificitasa (Frisvad és mtsai 2008) alapjan azt feltételez-
tilkk, hogy a Darksidea 1zolatumok metabolikus dsszetételének meghatarozasa soran ki-
mutathatunk olyan masodlagos anyagcseretermékeket, melyek egyes izolatumokban ta-
pasztalt termelddése, a molekularis filogenetikai elemzések eredményeit kiegészitve, se-
githet a nemzetség, azon beliil pedig a kiilonboz6 fajok, leszarmazasi vonalak pontosabb

lehatarolasaban.

Az izolatumaink szekvenciain alapuld nemzetségszintli filogenetikai elemzés eredmé-
nyeként a Darksidea nemzetség 15 leszarmazasi vonalat (1-15) kiilonboztettiik meg.
Ezek kozil hetet a D. alpha, D. beta, D. gamma, D. delta, D. epsilon, D. zeta (Knapp ¢és
mtsai 2015) és D. phi (Romero-Jiménez és mtsai 2022) fajokként, hatot pedig, az izola-

cres

szetételét egyarant figyelembe véve, a tudomanyra feltehetéen 0j D. eta nom. prov., D.

88



theta nom. prov., D. iota nom. prov., D. kappa nom. prov., D. lambda nom. prov. és D.

omega nom. prov. fajokként azonositottunk (5. abra).

A nyilvanos szekvencidkon alapuld nemzetségszintii filogenetikai elemzés eredmé-
nyeként, a Darksidea nemzetségen beliil, az izolatumaink altal (is) reprezentalt kladokon
(1-15) feliil legalabb hét leszarmazasi vonalat (16-22) kiilonbdztettiink meg, melyek to-
vabbi 1) fajokat képviselhetnek. A nyilvanos szekvencidk zommel az izolatumaink szek-
venciaihoz tarsultak, igaz, az izolatumaink altal (is) reprezentalt kladokhoz igen eltérd
szamban. Mig az 1-es €és 9-es kladokat reprezentalo izolatumaink szekvenciaihoz kiemel-
kedden sok, addig a 2-es, 3-as, 4-es, 10-es, 13-as és 15-0s kladokat reprezentald izolatu-
maink szekvencidihoz mindossze néhany, vagy akar egyetlen nyilvanos szekvencia sem
tarsult. A nyilvanos szekvencidk kladok kozti eloszlasa 6sszhangban van a 106 izolatum
kladok kozti eloszlasaval. Ahogy az izolatumaink, gy a nyilvanos szekvenciak jelentds
része is a D. alpha fajt reprezentéald 1-es kladba tartozik, 6sszhangban e faj kiemelked6en
gyakori eléfordulasaval (Knapp €s mtsai 2015, Romero-Jiménez és mtsai 2022). Az 1-es
kladon beliili, magas tdmogatottsdgt 1A alkladba az ide tartozo izolatumaink szamahoz
képest szembetlinden sok nyilvanos szekvencia tartozik. Szintén kiemelkedd szamu nyil-
vanos szekvencia tartozik az izolatumaink koziil csupan hetet tartalmazo, a D. phi fajt
reprezentald 9-es kladba, mely e faj észak-amerikai prériken tapasztalt széles, bizonyos
terlileteken kifejezetten gyakori el6forduldsaval fligghet 6ssze (Romero-Jiménez és mtsai
2022). A letoltott szekvenciak, a Darksidea izolatumok eredetének megfelelden, Eurazsia
és zommel Eszak-Amerika els@sorban fiives teriileteirél szarmaznak, Dél-Amerikabol,
Afrikabol és Ausztraliabol egyetlen szekvenciat sem kaptunk. A pusztan az izolatumaink
szekvenciai, valamint a nyilvanos szekvenciak felhasznalasaval kapott filogenetikai fakat
Osszevetve a kladok egymashoz viszonyitott filogenetikai helyzete tobb ponton is eltér
egymastol. Példaul, a pusztan az izoldtumaink szekvencidin alapul6 filogenetikai elemzés
eredményeként egy teljes timogatottsagi csoportot képezd, ugyanakkor egymastol elkii-
16niil6 6-o0s, 7-es €s 8-as kladok a nyilvanos szekvencidkon alapulo filogenetikai elemzés
eredményeként, a 18-as kladdal kiegésziilve, tovabbra is egy erds tdmogatottsagu csopor-
tot képeznek, a csoporton beliil azonban mar nem kiiloniilnek el egymastol, st, megjele-
nik koztik egy D. alpha és az egyetlen D. lambda nom. prov. szekvencia is. Ezt legalabb
részben magyarazhatja, hogy mig az eldbbi elemzés a rendelkezésiinkre all6 izolatumok

kiilonboz6 szekvencidin (ITS, LSU, TEFI-a, fTUB), addig az utdbbi elemzés a nemzet-
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séget reprezentald joval tobb, ugyanakkor minddssze ITS szekvencidkon alapult. A letol-
tott nyilvanos szekvencidk a Darksidea nemzetség zommel tenyésztésbe nem vont kép-
viseldinek szekvencidi (,,uncultured sequences”), melyek egyes, els6sorban az izolatu-
maink altal nem reprezentalt leszarmazasi vonalak esetében kiemelkedé mértékben kép-
viseltetik magukat. Megallapithato, hogy a Darksidea nemzetség nyilvanos ITS szekven-
ciak reprezentalta leszarmazasi vonalai hozzavet6legesen egybeesnek az altalunk vizsgalt
106 izolatum ITS, LSU, TEFI-a és fTUB szekvenciai alapjan megkiilonboztetett leszar-
mazasi vonalaival, s6t, a nyilvanos szekvencidk alapjan a nemzetségnek tovabbi, poten-

cialisan 0 fajokat reprezentald leszarmazasi vonalai is vannak.
5.1.2.2 Darksidea izoldatumok vegyiiletei

Ahogyan a F. fulophazii, gy a Darksidea nemzetség méasodlagos anyagcseretermékeit
is elsdként azonositottunk. A Darksidea nemzetség 15 leszarmazasi vonalat reprezentalo
106 izolatum kivonatainak vizsgalata sordn 18 Osszetevot (13—30) azonositottunk (13.

abra, 8. tablazat), melyek koziil négy (17, 19, 27, 30) 0j, természetes vegyliletnek bizo-
nyult.

Azonositottuk a D. alpha izoldtumok dontd tobbségének kivonataiban {6 Gsszetevo-
ként jelenlévd, ugyanakkor tovabbi Darksidea fajok kivonataiban is el6fordul6, petaszol
(15) vegytiletet. A petaszol mellett azonositottuk a rokon szerkezetli izopetaszol (16) és
3-epi-petaszol (18) Osszetevoket, valamint a petaszol és az izopetaszol 0j, oxidalt szar-
mazékait (19, 17) is (13.A, 15. abrék).

A petaszol €s azonositott szarmazékai (16-19) terpén, azon beliil pedig eremofilan
szeszkviterpén tipusu vegyiiletek (Sugama €s mtsai 1983). A petaszol, az izopetaszol és
a 3-epi-petaszol egymas izomerjei, melyet MS adataik (14. abra, 8. tdblazat) is alatamasz-
tanak. A 3-epi-petaszol a petaszol C-3 epimerje, azaz a 3-as szénatomhoz kapcsolodo
funkcids csoportok térallasa e két vegyiilet kozott kiilonbozo. Az izopetaszol esetében az
1zopropenil oldallanc kettds kotése a 7-es és 11-es, mig a petaszol és a 3-epi-petaszol
esetében a 11-es €s 12-es szénatomok kozott helyezkedik el (Sugama és mtsai 1983, Le
¢s mtsai 2013). Az izopetaszol oxidalt szarmazékaban a C-9—C-10 kettds kotés mellett
van egy tovabbi, C-1-C-2 kettds kotés is, mig a petaszol oxidalt szarmazékdban a 3-as
szénatomhoz kapcsolodé hidroxilcsoport helyén egy oxocsoport talalhatd (15. dbra).

A petaszol és 3-epi-petaszol vegyiiletekhez képest az izopetaszol magasabb hullamhossz-
tartomanyban is mutat elnyelést (F.9.C, D, F 4brak), ami annak tudhato be, hogy az

izopropenil oldallancban talalhato kettds kotés az izopetaszol esetében az oxocsoporthoz
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kozelebb helyezkedik el (15. abra), kiterjedtebb elektronrendszert eredményezve a mole-
kuldban. Az, hogy az izopetaszol oxidalt szdrmazéka (17) még az izopetaszol vegyiilethez
képest is magasabb hullamhossztartomanyban nyel el (F.9.D, E abrak), azzal magyaraz-
hato, hogy a 17 0sszetevd gylriirendszerében egy tovabbi kettds kotés is talalhatd (15.
abra). A petaszol és annak oxidalt szdrmazéka (19) azonban hasonl6d hullamhossztarto-
manyban nyelnek el (F.9.C, G dbrak), mivel a 19 dsszetevében 1évd tovabbi oxocsoport
nem befolyasolja a vegyiilet elnyelését (15. abra).

A petaszol és izomerjeinek, valamint az izopetaszol oxidalt szdrmazékanak azonos mo-
don bekovetkezd fragmentalodasa (14.A-D, A’-D’, 15. abrak) e vegyliletek azonos fel-
épitésére, csupan a fragmental6das menetét nem befolyasolo, példaul a funkcids csopor-
tok eltérd térallasabol adodo szerkezeti eltéréseire utal. Az izopetaszol oxidalt szarma-
z€ka (17) esetében a protonalt molekuldk és fragmentum ionjaik 2 Da-nal kisebb tomege
az e vegyliletben talalhat6 és a fragmentalodas soran megmarado tovabbi kettds kotésre,
azaz a hidrogénatomok kettovel kisebb szamara vezethetd vissza. Bar a petaszol oxidalt
szdrmazékanak (19) protonalt molekuldi is 2 Da-nal kisebb tomegliek, az e vegyiiletben
a hidroxilcsoport helyén talalhatd tovabbi oxocsoport, s annak viz helyett jellemzden
szén-monoxid forméjaban, mar az els6 1épésben bekdvetkezo kilépése, illetve az igy na-
gyobb aranyban keletkezett m/z 205,16 ionok tovabbi fragmentalodasa a 17 Gsszetevo
esetében jelentkezd fragmentum ionoktdl jellemzden eltérd tomegii és dsszegképletii io-
nok képzddését eredményezi. Megjegyzendd, hogy a 19 Gsszetevében talalhatod tovabbi
oxocsoport, a 17 dsszetevo esetében jelentkezd m/z 215,14 majd m/z 187,15 fragmentum
ionok megjelenését eredményezve, vizmolekula formdjaban is kiléphet, ami a 19 dssze-
tevében talalhato kettds kotések atrendezddésével magyarazhato (14.E, E’, 15. abrak).
A fitotoxikus hatassal is rendelkezd petaszol (15. tablazat) és az izopetaszol kiilonbdzd
gombdk és novények esetenként egylittes eléfordulasu masodlagos anyagcseretermékei,
mig a 3-epi-petaszol sszetevOt eddig csak egyetlen zuzmoképzé gombabdl azonositottak

(16. tablazat) (pl. Sugama €s mtsai 1983, Sugawara €s mtsai 1993, Le és mtsai 2013).

A petaszol és szarmazékai mellett azonositottuk a Kazahsztdnbol szarmazo D. alpha
izolatumok (KGO037, KG091, KG235) kivonataiban jelentds mértékben felhalmozodo,
ugyanakkor tovabbi Darksidea fajok kivonataiban is eléfordul6d, fomopszidin (25) ssze-
tevot (13.B, 16.C abrak). A fomopszidin poliketid, azon beliil pedig dekalin tipust vegy-
iilet (Halecker és mtsai 2020). Természetes forrasai a gombak kiilonb6z6 rendjeibdl és

nemzetségeibdl kerlilnek ki, ugyanakkor, hasonléan a Darksidea izolatumokhoz, azok
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szinte mindegyikét endofiton, de legalabb ndvényasszocialt gombaként azonositottak
(16. tablazat). A fomopszidin endofiton gombak és ndvények szimbidzisaban betdltott
szerepére utalhat, hogy a magas koris (Fraxinus excelsior) leveleibdl izolalt Hypoxylon
rubiginosum endofiton gomba, legalabb részben az altala termelt fomopszidin antifunga-
lis hatasa révén, in vitro gatolja a koris hajtaselhaldssal jar6 megbetegedését (,,ash
dieback™) okoz6 Hymenoschyphus fraxineus gomba ndvekedését (15., 16. tablazatok)
(Halecker és mtsai 2020).

A KGO037, KG091 és KG235 D. alpha izolatumok kivonataiban a fomopszidin mellett
az aszkomikon A (26), az aszkomikon B (20) és a 6-deoxibosztrikoidin (22) vegyiileteket
is azonositottuk (13.B, 17.G abrak).

Az aszkomikon A ¢és B GsszetevOk poliketid, azon beliil pedig piranonaftokinon tipust
vegyiiletek (Opatz és mtsai 2008). Az aszkomikon A az aszkomikon B metiléter szarma-
zéka, amit MS adataik is alatamasztanak. Protonalt molekulaikbol az aszkomikon B ese-
tében viz, mig az aszkomikon A esetében metanol kilépésével keletkeznek a mindkét ve-
gyiilet esetében ugyanugy fragmentalodo m/z 271,06 ionok (17.A-D, G abrak).

Az 5-deoxibosztrikoidin néven is ismert 6-deoxibosztrikoidin szintén poliketid, azon be-
lill pedig 2-azaantrakinon tipust, nitrogéntartalmu vegyiilet (Jacobs és mtsai 2011). Szer-
kezete csaknem megegyezik az aszkomikon A és B szerkezetével, melyet a mindhdrom
vegyiilet tandem tomegspektrumaban megjelend m/z 115,05 (CoH7) fragmentum ion is
bizonyit. Ez az ion az aszkomikon A és B vegyiiletekben megtalalhatd piran oxigén he-
lyén nitrogént tartalmazo 6-deoxibosztrikoidin esetében a nitrogén hidrogén-cianid for-
majaban torténd kilépésével keletkezhet (17.E—G abrak).

Az aszkomikon A és B, valamint a 6-deoxibosztrikoidin egyiittes eléfordulasat tobb eset-
ben is igazoltak (16. tablazat) (Stodilkova és mtsai 2015, Xie és mtsai 2020). Ez azzal
magyarazhatd, hogy a piranonaftokinon tipusu 6sszetevok a gombdakban egy in vivo mé-
regtelenitd mechanizmus keretében, a feleslegben 1év6 ammoniaval reagalva analog, 2-
azaantrakinon tipusu 6sszetevokké alakulhatnak at (Jacobs és mtsai 2011). Az aszkomi-
kon A és B vegyiiletek egy azonositatlan tomldsgombaként szamon tartott forrasat, az
IBWF 77-89A izolatumot (Opatz és mtsai 2008), nyilvanos ITS szekvencidja alapjan, a
Pleosporales rend egy legkozelebb a Nigrograna nemzetséghez all6 képviseldjeként azo-
nositottuk. A 6-deoxibosztrikoidin vegyiiletet termeld Pleosporales sp. F46 izolatum
(Yang és mtsai 2021) szintén e nemzetség képviseldjének bizonyult (16. tablazat). Ko-

vetkezésképpen, még ha e két, nemzetségszinten altalunk azonositott izolatum egyikében
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sem mutattak ki mind a harom vegyiilet egylittes eléfordulasat, a Nigrograna nemzetség
e vegyliletek tijonnan azonositott, akar egyiittes forrasanak is tekinthetd. Igaz, e vegyiile-
teket a Biatriospora nemzetség egyes képviseldi is termelik (16. tdblazat), a Nigrograna
nemzetséget pedig a bevezetése 6ta nemcsak 6nallé nemzetségként, hanem a Biatrios-
pora nemzetség szinonimajaként is kezelték (Lu és mtsai 2022). Valdjaban, a mindharom
vegyiiletet termeld Biatriospora sp. CCF 4378 izolatumot (Stodilkova és mtsai 2015),
anyagcseretermékeinek azonositasa Ota a N. antibiotica (B. antibiotica) tipustorzsévé
nyilvanitottak (Kolatik és mtsai 2017).

A szamos endofiton gombabol is azonositott 6-deoxibosztrikoidin (16. tablazat) az els6-
sorban novényi korokozoként ismert Fusarium graminearum esetében a termotestek sotét

szinét meghatdrozo melanin felépitésében jatszik szerepet (Frandsen és mtsai 2016).

A D. beta rendelkezésiinkre allo egyetlen izolatuméaban (DSE7/11) azonositottuk a ki-
zardlag erre a Darksidea fajra jellemzo epikokkamid A (23) és epikokkamid D (29) ve-
gyiileteket, valamint azok manndz helyett mannuronsav molekularészletet tartalmazo, 1j,
természetes szarmazékait (27, 30) (13.C, 18.1 abrak). Mind a négy Osszetevo egy szén-
hidrat (manndz vagy mannuronsav) €s egy poliketid tipusi molekularészletbdl, tovabba
egy aminosav-szarmazekbol (tetramsav) €piil fel. Tandem tomegspektrumaikban, szerke-
zetiiknek megfeleléen, 23 ¢s a két metiléncsoporttal hosszabb szénlanct 29 esetében a
mannodz, mig 27 és a szintén két metiléncsoporttal hosszabb szénlancti 30 esetében a
mannuronsav molekularészlet hidrolizissel torténd kilépésével keletkezd ionok azonosit-
hatok, a mind a négy Osszetevobdl kilépd tetramsav molekularészlet képezte ionok mel-
lett (Wright €s mtsai 2003, Wangun €és mtsai 2007) (18. abra). Az 0j, természetes vegyii-
leteknek bizonyult 27 és 30 mellett a D. beta értékes forrasa a biologiailag aktiv 23 és 29
Osszetevoknek is, mivel ezeket szinte csak a gombak Epicoccum nemzetségének néhany,

koztiik endofiton képvisel6jébdl azonositottak (16. tablazat).

A D. eta nom. prov. f0 vegyiiletének tekinthetd, ugyanakkor tovabbi Darksidea tajok
kivonataiban is eléforduld 21 dsszetevot a monocerin vegyiiletként azonositottuk (13.D,
19.B éabrak). A monocerin poliketid, azon beliil pedig furobenzopiranon tipusu vegyiilet
(Aldridge és Turner 1970). E szdmos bioldgiai aktivitassal, példaul fitotoxikus hatassal
rendelkezd vegyiilet (15. tablazat) j6 néhany természetes forrasa kozott megtalalhatéd a
Darksidea nemzetség képviseldihez hasonloan sotét szeptalt endofiton Microdochium
bolleyi, illetve a kukorica levélelhalédssal jaro ,,northern corn leaf blight” megbetegedését

okozo Exserohilum turcicum ndvénypatogén gomba egyarant (16. tablazat). Bar a
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Darksidea nemzetségen beliil a monocerin a D. eta nom. prov. {6 vegyiilete, kiemelkedd
mértékben egy D. alpha izolatum (DS439) tenyészeteiben halmozddott fel, a vegytilet

azonositas c€ljabol torténd kinyerésére ezt az izolatumot hasznaltuk fel.

A D. theta nom. prov. szamos, csak erre a Darksidea fajra jellemz6 masodlagos anyag-
csereterméke koziil azonositottuk a PF1092C nevii 6sszetevot (14) és annak C-2 epimer-
jét (13) (13.E, 20.E abrak). Mindkét Gsszetevd terpén, azon beliil pedig, a petaszol és
azonositott szarmazékaihoz hasonléan eremofilan szeszkviterpén tipust vegyiilet. Ter-
mészetes forrasaik a gombak néhany nemzetségének egy-egy izolatumara korlatozodnak,
rdadasul, ezekben az izoldtumokban is vagy csak az egyik, vagy csak a masik dsszetevot
azonositottak (16. tablazat) (Tabata és mtsai 1997b, Qin és mtsai 2015, Cheng és mtsai
2016). Ezzel szemben, mi mindkét 6sszetevot azonositottuk a D. theta nom. prov. rendel-
kezéstlinkre all6 mindkét izolatumaban, ami alapjan e faj mindkét vegyiilet megbizhat6
forrasanak tekinthetd, s szerepet jatszhat a PF1092C és szdrmazékainak nem-szteroid ti-
pust, progeszteron receptor antagonista hatéanyagként torténd alkalmazhatdsaganak Ta-

bata ¢és mtsai (1997b) altal megkezdett kutatasaban (15. tdblazat).

A D. phi izolatumok egyikének (DS194) kivonatdban azonositottuk a csak erre a fajra
jellemzd F2928-1 (24) és F2928-2 (28) nevi vegyiileteket (13.F, 21.C abrak). Mindkét
Osszetevo poliketid, azon beliil pedig dekalin tipust vegyiilet, melyek koziil 28 egy, mig
24 két epoxid funkcios csoporttal is rendelkezik (Kanai és mtsai 2005) (21.C dbra). Mind-
két vegytilet esetében a k molekularészlet (CsH10O) kilépésével nagy aranyban keletkezd
fragmentum ionok (m/z 387,18 24, illetve m/z 371,18 28 esetében) — az epoxidcsoportokat
tartalmazo lipidek fragmentalodasanak megfelelden (Feng €s mtsai 2019) — e vegyiiletek
epoxidcsoport mentén bekdvetkezd fragmentalodasaval johetnek 1étre (21. dbra). Mivel
a biologiailag aktiv 24 és 28 dsszetevoket eddig csak a gombak Cladobotryum nemzetsé-
gének néhany izolatumabol azonositottak (16. tdblazat) (Kanai és mtsai 2005, Mitova és
mtsai 2006, Watanabe és mtsai 2022), a D. phi faj e vegyiiletek igen értékes forrasanak
bizonyult. Igaz, a rendelkezésiinkre allo hét D. phi izoldtum koziil csak egy termelte e
vegyiileteket, a Kanai és mtsai (2005), valamint a Watanabe ¢€s mtsai (2022) vizsgalta
Cladobotryum izolatumokhoz hasonléan a 24 dsszetevot joval nagyobb aranyban a Mi-
tova €és mtsai (2006) vizsgalta Cladobotryum izolatum altal is termelt (16. tdblazat), kla-

dobotrinsav E névvel illetett 28 6sszetevohoz képest.

Osszességében tehat, a Darksidea nemzetség izolatumainak vegyiileteit elséként meg-

hatarozva, 18 masodlagos anyagcsereterméket azonositottunk, melyek koziil a petaszol
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¢s izopetaszol oxidalt szarmazékai, valamint az epikokkamid A és D mannuronsavas szar-

mazékai 11, természetes vegyiileteknek bizonyultak.

Az azonositott 0sszetevok kozott vannak olyanok, melyek a HPLC-UV kromatogra-
mok alapjan jellemzonek tiinnek a Darksidea nemzetség egészére, vagy bizonyos leszar-
mazasi vonalaira (13. dbra). A petaszol példaul, szamos Darksidea faj legalabb néhany
izolatumaban tapasztalt termelddése révén a nemzetség, azon beliil pedig elsésorban a D.
alpha jellemz6 anyagcseretermékének tekinthetd. A monocerin, bar legnagyobb mennyi-
ségben egy D. alpha izolatumban halmozodott fel, a D. eta nom. prov. jellemzd anyag-
cseretermékeként kezelhetd. A PF1092C és C-2 epimerje, szamos mas, azonositasra vard
Osszetevod mellett, kizardlag a két D. theta nom. prov. izolatumban termelddtek, ami ala-
tamasztja e két izolatum konspecifikus voltat (5. 4bra). Igaz, a D. iota nom. prov. két
izolatumanak metabolikus Osszetétele éppen hogy igen eltérdnek bizonyult. A monocerin
elsdsorban a D. efa nom. prov. fajra jellemzd, illetve a PF1092C és C-2 epimerjének a D.
theta nom. prov. fajra korlatoz6do termelddése, tovabba e fajok esetében a D. alpha izo-
latumokra kifejezetten jellemzd petaszol termelddésének elmaraddsa alatamasztja e két,
a D. alpha fajtol filogenetikailag egyébként kevésbé elkiiloniild faj 1étjogosultsagat (5.
abra). A Darksidea nemzetség fajra jellemzd Gsszeteviinek sorat gyarapitjak a kizarolag
az egyetlen D. beta izolatumban termelddott epikokkamid A, D és uronsavas szdrmazé-
kaik, tovabba a kizarolag a D. phi hét izolatumanak egyikében termel6dott F2928-1 és
F2928-2 vegyiiletek.

A Darksidea nemzetség egészére, vagy bizonyos leszarmazasi vonalaira jellemzd 6sz-
szetevok el6fordulasa mellett, a HPLC-UV kromatogramok alapjan az is megallapithato,
hogy a kiilonb6z6 foldrajzi régiokbol szarmazo, kiilonb6zd kort és kiilonb6zd koriilmé-
nyek kozott fenntartott konspecifikus izoldtumok metabolikus Osszetétele nagyrészt ha-
sonlo. Kovetkezésképpen, a Darksidea izolatumok metabolikus dsszetételének meghata-
rozasa, a nemzetség taxonémiai nehézségeire valo tekintettel, a molekularis filogenetikai
elemzések és morfologiai vizsgalatok eredményeivel egyiitt alkalmas lehet a kiillonb6zo
leszarmazasi vonalak pontosabb lehatarolasara. A molekularis filogenetikai elemzések-
bol, esetleg morfoldgiai vizsgalatokbdl, valamint a metabolikus profilok dsszehasonlita-
sabol szarmaz6 eredmények egymast alatdmasztod vagy éppen kiegészitd jellegét szamos
esettanulmany igazolja. Gonzalez-Menendez és mtsai (2017), kiilonb6z6 Preussia fajokat
reprezentald izolatumok metabolikus profiljait 6sszevetve, azonositottak filogenetikailag

egymashoz kozel all6 fajok megkiilonboztetésére alkalmas anyagcseretermékeket is.
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Molnar és mtsai (2023), az Alternaria alternata és A. arborescens izolatumaikat a meta-

bolikus profiljaik 6sszevetésével is el tudtdk egymastol kiiloniteni, a két fajkomplexben

crer

A Darksidea nemzetségbdl azonositott vegyliletek igazolt forrasai vegytiletenként jel-
lemzéen minddssze néhany gombanemzetségre €s -fajra, pontosabban azoknak is csupan
néhany torzsére korlatozodnak (16. tablazat). Ennek oka e vegyiiletek ritka eléfordulasa
mellett az egyes tanulmanyok keretében vizsgalt konspecifikus vagy kongenerikus, a ve-
gyliletet valdszintileg szintén termeld torzsek alacsony szama is lehet. Bar a Khambhati
¢s mtsai (2020) altal vizsgalt 89 Macrophomina phaseolina izolatum koziil csak egy bi-
zonyult monocerintermelének, Pourmoghaddam és mtsai (2020) kiilonb6z6 Hypoxylon
fajok 33 izolatumabdl 17 esetében igazoltdk a fomopszidin termelddését. A monocerin
Exserohilum nemzetségben gyakori el6forduldsara csak tobb kiilonbozd, jellemzden egy-
egy torzset vizsgald tanulmanybol kdvetkeztethetiink. Az azonositott vegyiiletek igazolt
forrasai sok esetben a Darksidea izolatumokhoz hasonldéan endofiton, de szinte minden
esetben novényekkel vagy allatokkal egyiitt €16, esetleg zuzmoképzd gombak, melybdl
az azonositott vegyiiletek szimbidzisban betdltott szerepére kdvetkeztethetiink. A termeld
torzsek szamos esetben ritka eléfordulasti ndvényekbdl, esetleg tengeri kornyezetbdl
szarmaznak, a vegyliletek nehezen hozzaférheto forrasit képezve (16. tablazat). Ezzel
szemben a sz¢les foldrajzi elterjedésti Darksidea nemzetség fiives teriileteken kifejezetten
gyakori képviseldi, konnyli hozzaférhetdségiik és fenntarthatosaguk révén e szamos bio-
logiai aktivitassal rendelkezd vegyiiletek (15. tablazat) igen értékes forrasainak tekinthe-

tok.
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15. tablazat. A Darksidea izolatumok tenyészeteiben azonositott vegytiletek ismert biologiai aktivitasai.

vegyiilet biologiai aktivitas referencia

13 PF1092C C-2 epimerje nitrogén-monoxid-termelés gatlo Cheng és mtsai 2016

14 PF1092C progeszteron-receptor ligandum Tabata és mtsai 1997b
antifungalis Bu és mtsai 2015
antiviralis Jayasuriya és mtsai 2005
citotoxikus Bunkers és mtsai 1990, Liu és mtsai 2005, Wang ¢s mtsai 2014, Daengrot és mtsai 2015,

Shiono és mtsai 2017, Forsch és mtsai 2020

15 petaszol - . - ,
fitotoxikus Bunkers és mtsai 1990, Bunkers és Strobel 1991
gyokérképzés stimulald Bunkers és mtsai 1990
nitrogén-monoxid-termelés gatlo Chen és mtsai 2021
PPARYy transzkripcios faktor aktivald | Germoush és mtsai 2020

16 izopetaszol intracellularis kalciumszint noveld Benemei és mtsai 2017
antibakterialis Opatz és mtsai 2008

20 aszkomikon B antifungalis Opatz és mtsai 2008*
citotoxikus Opatz és mtsai 2008, Stodtlkova és mtsai 2015
alfa-gliikozidaz gatld Kong és mtsai 2015
antibakterialis Zhang és mtsai 2008, Pinheiro és mtsai 2017, NajeerAhamed és mtsai 2021°
antifungalis Aldridge és Turner 1970, Zhang és mtsai 2008, Rupcic és mtsai 2018, d’Errico és mtsai 2020
antioxidans Tianpanich és mtsai 2011

11 monocerin antiviralis Kong és mtsai 2015
citotoxikus Tianpanich és mtsai 2011, Chen és mtsai 2015, Gao és mtsai 2019
fitotoxikus Robeson ¢€s Strobel 1982, Cuq és mtsai 1993, 1995, Ko 1994, Lim 1999, Zhang és mtsai 2008
parazitagatld Sappapan és mtsai 2008, Coronado és mtsai 2021
rovarglé Claydon és mtsai 1979
sejtosztodas serkentd Gomes és mtsai 2023

2 6-deoxiboszirikoidin aptibak.teriélis Map és mtsz.li 2021, Mor.ﬁ és mtsz.li 2022, Lin és mtsgi 2023
citotoxikus Cui és mtsai 2017, Moni €s mtsai 2022, Lin és mtsai 2023
antibakterialis Talontsi és mtsai 2013, Kwon és mtsai 2023

. . antifungalis Harwoko és mtsai 2020

23 epikokkamid A citotoxikus Kwon és mtsai 2023
parazitagatlo Fatima és mtsai 2016°

24 F2928-1 antifungalis Kanai és mtsai 2005, Watanabe és mtsai 2022

25 fomopszidin antibakterialis Halecker és mtsai 2020
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antifungalis

Talontsi és mtsai 20122, Halecker és mtsai 2020

citotoxikus Lin és mtsai 2011, Halecker és mtsai 2020
mikrotubulus gétl6 Namikoshi és mtsai 1997
antibakterialis Opatz és mtsai 2008
26 aszkomikon A antifungalis Opatz és mtsai 2008
citotoxikus Opatz és mtsai 2008
antibakterialis Mitova és mtsai 2006, Dao és mtsai 2022
28 F2928-2 antifungalis Kanai és mtsai 2005, Mitova és mtsai 2006, Watanabe és mtsai 2022
citotoxikus Mitova és mtsai 2006
citotoxikus Wangun és mtsai 2007
29 epikokkamid D gomba-morfogenezis stimulalo Wangun és mtsai 2007

parazitagatld

Fatima és mtsai 2016°

2 A nem a valodi gombak (Fungi) korébe tartozé petesporas gombak (Oomycota) egy képviseldjét (is) gatolja az adott vegyiilet.

b Az adott vegyiiletre in silico elemzések alapjan jellemz6 az adott bioldgiai aktivitas.

PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor y): egy szdmos anyagcserefolyamatot szabalyozo transzkripcios faktor (Germoush és mtsai 2020).
A Darksidea izolatumok tenyészeteiben azonositott tovabbi vegyiiletek bioldgiai aktivitasat, a legjobb tudasunk szerint, nem igazoltak.
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16. tablazat. A Darksidea izolatumok tenyészeteiben azonositott vegyiiletek forrasaira vonatkozé szakirodalmi ismeretek.

< azonositatlan tdmlésgomba

aganak kérge

vegyiilet vegyiilet forrasa tor’z sek . torzs’ek. torzsek eredete referencia
szama életmodja
13 | PF1092C C-2 epimerje | Acremonium sp. 1 - mélytengeri iiledék Cheng és mtsai 2016
14 PF1092C Rasamsonia oblata (Penicillium oblatum) 1 - n. m. Tabata és mtsai 1997b
Stachybotrys sp. | - azonositatlan tengeri szivacs Qin és mtsai 2015
azonositatlan zuzmoképzo gomba n. m - Sarcographa tricosa zuzmo Le és mtsai 2013
Bipolaris gigantea (Drechslera gigantea) 1 fitopatogén n. m.¢ Bunkers és mtsai 1991
Penicillium sp. 1 - talaj Jayasuriya és mtsai 2005
1 endofiton Ficus tinctoria subsp. gibbosa | Shiono és mtsai 2017
(F. ampelas) ndvény
P. citrinum 1 - Zoantharia sp. korall Yurchenko és mtsai 2013
P. copticola 1 - azonositatlan tengeri szivacs Bu és mtsai 2015
1 - talaj Daengrot és mtsai 2015
15 petaszol Phomopsis sp. 1 endofiton Kandelia candel levele Chen és mtsai 2021
Globba schomburgkii - - - Suekaew és mtsai 2020
Ligularia fischeri - - - Wang és mtsai 2014
L. rumicifolia - - - Ye és mtsai 2018
Parasenecio quinquelobus - - - Muhammad és mtsai 2021
Petasites formosanus - - - Lin és mtsai 1998
Pet. pyrenaicus (Pet. fragrans) - - - Sugama és mtsai 1983
Sinacalia tangutica (Cacalia tangutica) - - - Liu és mtsai 2005
Padina pavonica - - - Germoush és mtsai 2020
azonositatlan zuzmoképzd gomba n. m. - Sarcographa tricosa zuzmd Le és mtsai 2013
Penicillium sp. 1 - denevériiriilék Del Valle és mtsai 2015
P. copticola 1 - talaj Daengrot és mtsai 2015
16 izopetaszol Dendrobium nobile - - - Liu és mtsai 2923
Ligularia fischeri - - - Wang és mtsai 2014
Parasenecio quinquelobus - - - Muhammad és mtsai 2021
Petasites formosanus - - - Lin és mtsai 1998
Pet. pyrenaicus (Pet. fragrans) - - - Sugama és mtsai 1983
18 3-epi-petasol azonositatlan zuzmoképz6 gomba n. m. - Sarcographa tricosa zuzmdb Le és mtsai 2013
Aspergillus terreus 12 - n. m. Tang és mtsai 2022
20 aszkomikon B Nigrograna sp. 1 n. m. azonositatlan novény elhalt Opatz és mtsai 2008
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N. antibiotica (Biatriospora antibiotica) | endofiton Ulmus laevis egészséges aga Stodtlkova és mtsai 2015,
Kolatik és mtsai 2017
Ulospora bilgramii | - Umbilicaria sp. zazmd Xie és mtsai 2020
Aspergillus sp. | - azonositatlan tengeri szivacs Kong és mtsai 2015
Botryosphaeria sp. | endofiton Kandelia candel termése Ju és mtsai 2015
Colletotrichum sp. | endofiton Piper ornatum névény Tianpanich és mtsai 2011
C. acutatum (2) fitopatogén® | Olea europaea termése Riolo és mtsai 2023
C. coccodes 1 fitopatogén n. m. Steglinska és mtsai 2023
C. gloeosporioides n. m. endofiton n. m. NajeerAhamed és mtsai 2021
) fitopatogén® | Olea europaea és Citrus limon | Riolo és mtsai 2023
termése
C. godetiae (2) fitopatogén® | Olea europaea termése
C. karsti ) fitopatogén® | Olea europaea termése és
Camellia sp. aga
Drechslera sp. 1 endofiton Neurachne alopecuroidea d’Errico és mtsai 2020
gyokere
Exserohilum sp. 1 endofiton Acer truncatum levele Li és mtsai 2014
1 - Palythoa haddoni korall Coronado és mtsai 2021
21 monocerin E. holmii 1 fitopatogén n. m.° Sugawara és mtsai 1985
E. monoceras (Helminthosporium 1 n. m. n. m. Aldridge és Turner 1970
monoceras) 1 fitopatogén n.mf Lim 1999
E. rostratum (Setosphaeria rostrata) 1 endofiton Stemona sp. egészséges levele | Sappapan és mtsai 2008
1 endofiton Schnella guianensis (Bauhinia | Pinheiro és mtsai 2017
guianensis) novény
1 - Harmonia axyridis rovar Gao és mtsai 2019
1 endofiton Croton blanchetianus levele Gomes és mtsai 2023
E. turcicum 1 fitopatogén Sorghum halepense fertézott Robeson ¢és Strobel 1982
levele
3 fitopatogén Zea mays fertdzott levele Cuq és mtsai 1993
Lasiodiplodia theobromae (Botryodiplodia 1 endofiton Dracaena draco levele Zaher és mtsai 2015
theobromae)
Leptosphaeria maculans 1 fitopatogén Osmanthus fragrans ndvény Liao és mtsai 2019
Macrophomina phaseolina 1 fitopatogén fertozott Glycine max névény | Khambhati és mtsai 2020
Microcera larvarum (Fusarium larvarum) 2 - n. m.2 Grove és Pople 1979
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H. perforatum

termOtestekkel boritott, elso-

Microdochium bolleyi | endofiton Zygophyllum creticum (Fago- | Zhang és mtsai 2008
nia cretica) névény
Penicillium sp. 2 - Ircinia oros tengeri szivacs Chen és mtsai 2015
Pseudobambusicola thailandica | n. m. azonositatlan novény aga Rupcic és mtsai 2018
Biatriospora sp. | - Pseudocyphellaria sp. zuzm6 | Zhou és mtsai 2016
Diaporthe phaseolorum | endofiton Acanthus ebracteatus subsp. Cui és mtsai 2017
ebracteatus (A. ilicifolius) aga
Fusarium graminearum 1 - n. m. Frandsen és mtsai 2016
F. haematococcum (Nectria haematococca) | 1 - n. m. Parisot és mtsai 1989
F. solani 1 endofiton Centella asiatica kérge Moni és mtsai 2022
22 | 6-deoxibosztrikoidin . 1 - _ mélytengeri liledék _ Lin és’ mtsai 2023
Lophiostoma sp. 1 endofiton Eucalyptus exserta egészséges | Mao és mtsai 2021
aga/termése
Nigrograna sp. 1 endofiton Berberis fortunei (Mahonia Yang és mtsai 2021
« Pleosporales sp. fortunei) kocsanya
N. antibiotica (Biatriospora antibiotica) 1 endofiton Ulmus laevis egészséges aga Stodilkova és mtsai 2015,
Kolafik és mtsai 2017
Ulospora bilgramii 1 - Umbilicaria sp. zuzmd Xie és mtsai 2020
Epicoccum sp. 1 - Pholiota squarrosa gomba Wangun és mtsai 2007
1 endofiton Theobroma cacao kérge/levele | Talontsi és mtsai 2013
1 n. m. azonositatlan gyogynovény Zhang és mtsai 2022
E. nigrum (E. purpurascens) 1 - Aurelia aurita meduza Wright és mtsai 2003
23 epikokkamid A 1 - 3 :é‘zya aurantium tengeri szi- | Wiese és mtsai 2011
1 endofiton Salix sp. egészséges levele Harwoko és mtsai 2020
12 - n. m. Choi és mtsai 2022,
Kwon és mtsai 2023
Phomopsis sp. 1 endofiton azonositatlan névény szara Gakuubi és mtsai 2022
24 F2928-1 Hypomyces pseudocorticiicola 1 - Trametes versicolor gomba Kanai és mtsai 2005
1 - (elhalt) termoéteste Watanabe és mtsai 2022
Alternaria sp. 1 endofiton Datura stramonium levele Tapfuma és mtsai 2019
Auricularia cornea 3) - n. m. Ye és mtsai 2024
25 fomopszidin Hypoxylon cercidicola 1 endofiton® Hypoxylon fajokra jellemz6 Pourmoghaddam és mtsai 2020
2
1

H. petriniae

sorban Fraxinus agak
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H. rubiginosum 12 Halecker és mtsai 2020,
Pourmoghaddam és mtsai 2020
H. aff. rubiginosum 2 Pourmoghaddam és mtsai 2020
Phomopsis sp. | n. m. azonositatlan mangrove korall- | Namikoshi és mtsai 1997
zatonyra (vizbe) esett aga
| endofiton Endodesmia calophylloides Talontsi és mtsai 2012
kérge/levele
Pleosporales sp. 1 endofiton Fucus vesiculosus barnamo- Fan és mtsai 2019
szat
Pyrenochaeta sp. 1 endofiton Annona squamosa aga Lin és mtsai 2011
Eunicella cavolini - - - Matulja és mtsai 2021
Aspergillus terreus 12 - n. m. Tang és mtsai 2022
Biatriospora sp. 1 - Pseudocyphellaria sp. zuzm6 | Zhou és mtsai 2016
Nigrograna sp. 1 n. m. azonositatlan ndvény elhalt Opatz és mtsai 2008
26 aszkomikon A « azonositatlan tomlésgomba aganak kérge
N. antibiotica (Biatriospora antibiotica) 1 endofiton Ulmus laevis egészséges aga Stodilkova és mtsai 2015,
Kolafik és mtsai 2017
Ulospora bilgramii 1 - Umbilicaria sp. zuzmd Xie és mtsai 2020
Cladobotryum sp. 1 n. m kétiszafa erdében lehullott ag | Mitova és mtsai 20006,
28 F2928-2 — : Dao & misai 2022
Hypomyces pseudocorticiicola 1 - Trametes versicolor gomba Kanai és mtsai 2005
[anamorf: Cladobotryum) 1 - (elhalt) terméteste Watanabe és mtsai 2022
. . Epicoccum sp. 1 - Pholiota squarrosa gomba Wangun és mtsai 2007
29 epikokkamid D Phomopsis sp. 1 endofiton azonositatlan novény szara Gakuubi és mtsai 2022

A tablazatban kurrens fajnevek vannak feltiintetve, azok hivatkozott szakirodalmakban el6forduld megfeleldi zarojelben szerepelnek. A kurrens fajnevek gombak esetében az
Index Fungorum, novények esetében pedig a World Flora Online internetes adatbazisokbdl szarmaznak.

A vegyiiletek nemzetségszinten altalunk azonositott forrasai félkovér, a hivatkozott szakirodalmakban szereplé megjeldléseik pedig sziirke betlivel vannak jelolve.

A jellemzdéen gombak termelte vegyiiletek novényi forrasai zold, a Padonia pavonica barnamoszat és az Eunicella cavolini korall pedig kék hattérszinnel vannak jeldlve.

A gombatdrzsek szama zarojelben szerepel, ha a hivatkozott szakirodalombol csak a vizsgalt torzsek szama (zarojelben megadva) deriil ki egyértelmtien.

A torzsek ¢életmodja a novényi forrasbol szarmazoé gombak esetében van megadva.

n. m.: nincs megadva

2 Torzsek szdma a genetikailag (tovabb) modositott valtozatokat nem szamolva.

b A torzsek életmédja nincs megadva, de a torzsek reprezentalta fajok jellemzd életmodja és a hivatkozott szakirodalomban szerepld inokulécids kisérlet eredménye alapjan a
vizsgalt torzsek novényi korokozoknak tekinthetdk.

¢ A Hypoxylon fajok, termétesteket (lathato tiinet) csak az elhalt névényi részeken képezve, kolonizalhatnak endofitonként (Halecker és mtsai 2020, Pourmoghaddam és mtsai.
2020).
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4 A tdrzsek eredete nincs megadva, ugyanakkor a tdrzsek reprezentalta fajok gazdaszervezetei, feltételezhetd forrasai (¢ pazsitfiifélék (pl. Digitaria fajok, Elymus repens
(Agropyron repens), Cynodon dactylon), ¢ Dactyloctenium aegyptium, ¥ Echinochloa crus-galli, ® rovarok (pl. Adelges piceae)) a hivatkozott szakirodalmakban meg vannak
jelolve.
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A petaszol észterszarmazékai a vords acsalapu (Petasites hybridus) intakt és poritott
gyoktorzsében idovel az izopetaszol analog észterszarmazékaiva alakulnak at (Debrunner
¢s Neuenschwander 1995). Hasonloan, tapasztalataink alapjan a petaszol 0sszetevot tar-
talmazd poritott Darksidea tenyészetekben a petaszol €s az izopetaszol dsszetevok aranya
idével megvaltozik az izopetaszol javara. Az atalakulas szabalyozhatova tétele, vagyis az
izopetaszol eldallithatosaga érdekében az izolalt petaszol dsszetevot kiilonbozo kezelé-
seknek vetettiik ala. A petaszol vizes és lagos (0,2 M ammoénium-hidroxid oldat) kozeg-
ben, 100 °C hémérsékleten, 15 percig tartd kezelése eredményeként a petaszol koncent-
kent, izopetaszol kismértékii keletkezése mellett. A petaszol savas (0,2 M trifluorecetsav
oldat (TFE)) kbézegben torténd kezelése soran a petaszol koncentracidja mar kevésbé
csokkent, raadasul, nagyobb mennyiségii izopetaszol keletkezett. Mig a petaszol és a ke-
0ssze 0,017 és 0,029 mg/mL-nek, addig a savas kezelést kovetden 0,095 mg/mL-nek ado-
dott (22., F.12.A-D abrak). Kovetkezésképpen, vizes és lugos kézegben a petaszol jelen-
tdsen bomlik, savas kdzegben azonban izopetaszol alakul ki beldle, a petaszol és az
izopetaszol szamottevé bomlédsa nélkiil. Ebbdl kiindulva, az izopetaszol eldallitasanak
optimalizalasa céljabol, a petaszol Osszetevot kiilonbozo toménységi (0,2 és 2,0 M) TFE
oldatokkal, kiilonb6z6 iddtartamokon (7,5, 15, 30 és 60 perc) keresztiil kezeltiik. Ered-
ményeink alapjan, a 0,2 M TFE oldat alkalmazasaval 60 perc, mig a 2,0 M TFE oldat
alkalmazaséaval 15 perc elteltével keletkezik legnagyobb koncentracidban az izopetaszol
(0,088 mg/mL ¢és 0,097 mg/mL). A 2,0 M TFE oldatot 60 percig alkalmazva a petaszol
¢s a keletkezett izopetaszol jelentds mértékben bomlanak, mivel koncentracioik dsszege
csupan 0,065 mg/mL-nek adodott (23., F.12.A, E-L abrék).

Kisérleteinkkel sikeriilt megoldanunk és optimalizdlnunk az izopetaszol eldallitasat a
Darksidea tenyészetekben jellemzden nagy mennyiségben eléforduld petaszol dsszete-
vObol. Az eldallitas legjobb modjanak a petaszol 2,0 M TFE oldattal, 100 °C hdmérsék-
leten, 15 percig torténd kezelése bizonyult.

A petaszol észterszarmazékainak a vords acsalapu gyoktorzsében, illetve a petaszol
Darksidea tenyészetekben megfigyelt dtalakuldsa akar enzimatikus izomerizaci6 eredmé-
nye is lehetne. Az izolalt petaszol enzimmentes kdrnyezetben torténd atalakitasaval azon-

ban bebizonyitottuk, hogy az 4talakulds nem enzimatikus izomerizacié eredménye.
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5.2 Csiperketermesztésre szolgalo komposzt — endofiton gombak és vegyiiletek
5.2.1 Endofiton gombadk azonositisa
5.2.1.1 Jellemzo novenyi alapanyagok endofiton gombai

A csiperketermesztésre szolgald komposzt kiilonbdz6é ndvényi alapanyagaibodl (buza-,
biobuza-, arpa- és repceszalma, valamint napraforgd termésfal) egyarant sikeriilt endofi-
ton gombakat izolalnunk. Az izoldtumok tobbsége az Ascomycota torzset reprezentalta,
nemcsak Osszességében, hanem novényi alapanyagonként kiilon-kiilon is. Az
Ascomycota torzson beliil elsdsorban a Dothideomycetes osztaly, azon beliil pedig kiza-
rélag a Pleosporales rend képviseltette magat, a szalmamintak mindegyikébdl kiemelkedd
szamban azonositott Alternaria izoldtumok révén. A feleannyi izolatum reprezentélta
Sordariomycetes osztalyon beliil, ha nem is mindegyik szalmamintabdl, de a Glomerella-
les, Hypocreales, Sordariales és Xylariales rendek képviseldit egyarant azonositottuk,
legnagyobb szamban a Fusarium nemzetség szalmamintak mindegyikébdl eldkeriilt kép-

viseldit (2. tablazat).

Az ¢l6 buza, arpa és repce — akar endofiton — gombak6zdsségeinek dsszetételét tobb
izben is tanulmanyoztak (Blaszczyk és mtsai 2021, Ignatova és mtsai 2021, Schmidt és
mtsai 2021). Ezzel szemben, e ndvények kiilonbozo tevékenységek soran felhasznalt szal-
majanak gombakozosségeivel alig foglalkoztak (Magan 1988). Repceszalmabdl, a leg-

jobb tudasunk szerint, mi izolaltunk és azonositottunk gombakat elséként.

A csiperketermesztésre szolgald komposzt gombakodzdsségének a komposztgyartas
eldrehaladtaval bekovetkezd valtozasait nyomon koveto tanulmanyok elvétve szdmolnak
be a kiindulési alapanyagként szolgald buzaszalma gombakozosségének Osszetételérdl
(Straatsma és mtsai 1994, Zhang és mtsai 2014, Thai és mtsai 2022). Straatsma ¢és mtsai
(1994) buzaszalmabol elsdsorban az Aspergillus, Lichtheimia és Rhizomucor nemzetsé-
gek jellemzden gyorsnovésii és rovid idon beliil sporulald képviseldit izolaltak. Bar az
1zolatumaink korében e nemzetségek kevésbé, vagy egyaltalan nem reprezentaltattdk ma-
gukat, megjegyzendd, hogy Straatsma ¢és mtsai (1994) a minddssze steril vizzel mosott
ndvényi részeket az altalunk hasznalttol eltérd tipusu taptalajon, termofil gombak izola-
lasa céljabol 45 °C-on inkubaltdk (Straatsma és mtsai 1994). Zhang és mtsai (2014), a
bluizaszalma gombak6zOsségét tenyésztéstiiggetlen modszerrel meghatarozva, hozzank
hasonlodan, a tomlésgombak dominanciajat tapasztaltak. Esetiikben a Hypocreales rendbe

tartoz6 Acremonium nemzetség bizonyult meghatarozonak, ugyanakkor az izolatumaink
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altal dontden reprezentalt Alternaria nemzetség is szamottevd mértékben képviseltette
magat (Zhang és mtsai 2014). Thai és mtsai (2022), a buzaszalma gombakdzosségét szin-
tén tenyésztésfiiggetlen modszerrel tanulmanyozva, zommel tomlésgombakat, elsdsor-
ban a Hypoderma (Rhytismatales, Leotiomycetes), Davidiella (Capnodiales, Dothideo-
mycetes), Pyrenophora és Lewia (Pleosporales, Dothideomycetes) nemzetségeket repre-
zentald szekvencidkat azonositottak (Thai és mtsai 2022). Ezek koziil esetiinkben, egye-
diil a Pyrenophora nemzetség képviseltette magat, az is csak egyetlen, valojaban biobu-
zabol szarmazo izolatum formajaban. A buza eredeti izolatumaink korében erdsen rep-
rezentalt Alternaria nemzetség nem bizonyult dominéans eldfordulasunak (Thai és mtsai
2022), ugyanakkor megjegyzendd, hogy a szekvencidk nagyobb hanyada altal képviselt
Lewia nemzetségbe valdjaban egyes Alternaria fajok ivaros alakjai tartoznak (Li és mtsai

2023).

A sajat, valamint a fenti tanulmanyokban bemutatott eredmények kozott tapasztalt el-
térések a kiillonb6zoé modszerek alkalmazasan til adédhatnak az eltérd szalmamintak vizs-
galatabol is, a buza genotipusatol €s a buizat éré kornyezeti hatdsoktdl ugyanis egyarant
fligg a buza endofiton gombakozosségének Osszetétele (Latz és mtsai 2021). A kiilonféle
gazdalkodasi formak, igy a hagyomanyos- €s biogazdalkodas szintén befolyasoljak a no-
vények mikrobidlis kozdsségének Osszetételét. Karlsson és mtsai (2017) példaul a bio-
gazdalkodas keretében termesztett buza leveleinek gombakozdsségeit fajgazdagabbnak
talaltak (Karlsson és mtsai 2017). Bar csak egyetlen buza és biobliza mintat dolgoztunk
fel endofiton gombak izolalasara, a Mucoromycota térzs képviseldinek gyakoribb eléfor-
dulasa a biobuzabol szarmazé izoldtumok kdrében emlitésre méltd, még akkor is, ha a
Rhizopus izolatumokra példaul a biobuza mintdban szamottevé mennyiségben jelenlévd
gyomndveénybdl tettiink szert. Szembetlind kiilonbséget azonban nem tapasztaltunk a
Poaceae csaladba tartozo buza és arpa, illetve a Brassicaceae csalddba tartozo repce szal-
majanak izolatumaink reprezentalta endofiton gombako6zdsségei kozott, a kiilonbozd csa-
ladokba tartozo novények, mikrobidlis kozosségeik Gsszetételét is befolyasolo, eltérd keé-

miai Osszetétele ellenére (Pascault és mtsai 2010).

A csiperketermesztésre szolgald komposzt alapanyagaiként felhasznalt buza-, bio-
bliza-, arpa- és repceszalma mellett a komposztgyartas soran hozzdadott csirketragyaban
1s megtalalhat6 napraforg6 terméshéjakbol is izolaltunk endofiton gombdékat. Bar a nap-

raforgémagvak endofiton gombakozdsségeit tobb alkalommal tanulmanyoztak (Balogun
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¢s mtsai 2023), a legjobb tudasunk szerint, napraforg6 terméshéjbol mi izolaltunk és azo-
nositottunk endofiton gombakat els6ként. Azonositottuk tobbek kozott az Alternaria
nemzetség képviseldit, mely nemzetség a napraforgdbmagvakat kolonizald6 gombak koré-

ben rendszerint kiemelkedé mértékben reprezentaltatja magat (Balogun és mtsai 2023).
5.2.1.2 Komposztgyartas soran azonositott endofiton gombak

Mivel a komposzt jellemz6 ndvényi alapanyagaibol (buza-, biobuza-, arpa- és repce-
szalma, napraforgo6 termésfal) sikeriilt endofiton gombakat izolalnunk, a komposztgyar-
tas folyamatat tobbszor is nyomon kovetve, tovabbi, a gyartas kiilonbozo 1€péseit repre-
zentalo mintakat is feldolgoztunk endofiton gombak izolaldsara. A mintdk magukban fog-
laltak a technologiai vizben dzott ndvényi alapanyagokat, a hozzaadott szalmas csirke- és
lotragyat, illetve a kiilonb6z6 elsd, masodik és harmadik fazisu komposztmintakat (1.

abra, 1. tablazat).

A technologiai vizben azott bliza-, arpa- és repceszalmabdl, ha nem is minden egyes
mintdjukbdl, de egyarant sikeriilt endofiton gombakat izoldlnunk. A z6mmel azott buza-
bol szarmaz6 izolatumok dontd tobbsége az Ascomycota tdrzsbe, azon beliil azonban, a
jellemzd nyers novényi alapanyagokbol szarmazé izolatumok tobbségével ellentétben
nem a Dothideomycetes, hanem a Sordariomycetes €és Eurotiomycetes osztalyokba tarto-
zik. A mar a nyers szalmamintakbol szarmaz6 izoldtumok korében is szamottevé mérték-
ben reprezentalt Fusarium nemzetségen kiviil, a szintén a Hypocreales rendbe tartozo
Trichoderma, valamint az Eurotiales rendbe tartoz6 Aspergillus és Penicillium nemzet-
ségek képviseldit is jo néhanyszor izolaltuk (3., F.4. tablazatok).

A komposztgyartas elsd 1€épéseként a bliza-, arpa- és repceszalmat a komposzthalmokbol
szivargo, mikroorganizmusokban gazdag technologiai vizzel itatjak at. Az dtnedvesedett
szalméaban mezofil, jellemzden gyorsan novekvd €és sporuldld gombak, példaul Aspergil-
lus és Rhizomucor fajok szaporodnak fel (Kertesz és Thai 2018). Az 4zott szalmamintak-
bol szarmazd izolatumaink korében, ennek megfelelden, az Aspergillus, Penicillium és
Trichoderma nemzetségek erdsebben is reprezentaltattak magukat. Cao és mtsai (2019),
a csiperketermesztésre szolgald komposzt alapanyagaként felhasznalt, mar benedvesitett
buzaszalma gombakozdsségének Osszetételét tenyésztésfliiggetlen modszerrel meghata-
rozva, hozzank hasonloan, a tomlésgombak dominanciajat tapasztaltak, ugyanakkor sza-
mottevd mennyiségben azonositottak bazidiumos gombakat is. A Pleosporales rendbe

tartozo Alternaria és Pyrenophora nemzetségek mutatkoztak meghatarozonak, melyek
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képviseldit mi jellemzden a nyers ndvényi alapanyagokbol, nem pedig az 4zottakbol izo-
laltuk. Igaz, mig mi a szalma technologiai vizbe meritését kovetd negyedik napon vettiik
mintdinkat, addig Cao és mtsai (2019) esetében nem ismert a szalma benedvesitése és a
mintavétel kozott eltelt id6, illetve az sem, hogy a nedvesitéshez mikroorganizmusokban
gazdag technologiai vizet hasznaltak-e. Ezek a tényezOk egyarant befolydsolhatjdk az
azott szalma gombakozosségének Osszetételét. Thai és mtsai (2022), a technoldgiai vizzel
24 ¢és 72 oraja atitatott buzaszalma gombakdzosségét tenyésztésfiiggetlen modszerrel ta-
nulmanyozva a Lewia, néhany nappal késébb pedig a Myceliophthora (Sordariales, Sor-
dariomycetes) nemzetség domindns el6fordulasat tapasztaltdk (Thai és mtsai 2022). A
négy napja bedztatott blizaszalmabodl szarmazo izolatumaink korében e nemzetségek nem
reprezentaltattak magukat, igaz, a Lewia nemzetség szinonimajaként kezelhetd Alterna-
ria nemzetség egy képviseldjét mi is azonositottuk. Mindezek alapjdn megallapithato,
hogy a technoldgiai vizzel atitatott szalma gombakozosségének 0sszetételét még alapve-
tden nem a csiperketermesztésre szolgald komposzt eléallitdsanak erésen szabalyozott, a
komposzt mikrobidlis kozosségeinek eltérd alapanyagok esetén is hasonld Osszetételét

determinald volta, hanem a szalmamintak kiilonb6zdsége hatdrozza meg.

A komposztgyartas soran hozzaadott csirke- és 16tragyabol, endofitonokra szlirvén a
benniik 1év6 szalmabdl, igen eltéré mértékben sikeriilt gombakat izolalnunk. Mig a 16tra-
gyabol kozel 30, addig a csirketragyabol mindossze egyetlen izolatumra tettiink szert (3.,
F.4. tdblazatok).

Bér a csirketragya alapu komposzt mikrobialis kdzosségének Osszetételérdl és annak a
komposzt eldallitasa soran bekovetkez6 valtozasairdl tobb tanulmany is beszamol, azok-
ban, még ha szalmaval kevert csirketragya is keriil felhasznalasra, az altalunk vett min-
tdkhoz hasonlo, még érintetlen csirketragya mikrobidlis kozosségérdl ritkan esik szo. Xie
¢és mtsai (2021a), szalmaval kevert csirketragya komposztalasanak kezdetén vett minta
gombakdzosségének Osszetételét tenyésztéstiiggetlen modszerrel meghatarozva, a tom-
16sgombak dominanciajat, valamint minden bizonnyal az {iriilékbdl szarmaz¢ allati kor-
okozo ¢és endoszimbionta gombak gyakori el6forduldsat tapasztaltdk (Xie és mitsai
2021a). A csiperketermesztésre szolgaldo komposzt eldallitdsa soran felhasznalt szalmas
csirketragyabol, a legjobb tudasunk szerint, mi probaltunk elséként gombdkat izolalni.
Az, hogy a kiilonb6z6 gyartasi sorokbodl szarmazd mintdkbol dsszesen egy izolatumra
tettiink szert, magyarazhat6 a csirketragya, mas tipust tragyakhoz képest kiemelkedden

magas nitrogéntartalmaval. A csirketragyaban a teljes nitrogéntartalom egy szamottevd
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hanyada ammonia formajaban van jelen, az ammonia pedig gatolja a gombak novekedé-
sét (DePasquale és Montville 1990, Ashworth és mtsai 2020). A csirketragyaban 1évo
szalma szoOveteit is atjarhatta az ammonia, gatolva a taptalajra helyezett novényi részek-
ben eléforduld, még €letképes gombak ndvekedését.

A lotragya esetében a kiilonbozd gyartasi sorokbdl szarmazé mintdk zomébdl sikeriilt
endofiton gombakat izoladlnunk. Ezek — mintétol fiiggden akar fele-fele ardanyban — az
Ascomycota, valamint a nyers és azott szalmamintakbol szarmazé izolatumok korében
még kevésbé reprezentalt Mucoromycota torzsekbe tartoznak. Straatsma és mtsai (1994)
csiperketermesztésre szolgald komposztbol és alapanyagaibdl termofil gombakat izo-
lalva, l6tragyabol azonositottdk az Ascomycota torzsbe tartozd Mycothermus ther-
mophilus (Scytalidium thermophilum) és Thermothielavioides terrestris (Thielavia ter-

restris) fajok képviseldit (Straatsma és mtsai 1994).

A ndvényi alapanyagokon és a tragyamintakon tal kiillonb6zo elsd, masodik és harma-
dik fazisu komposztmintékat is feldolgoztunk endofiton gombdk izolalasa céljabol (1.
abra, 1. tablazat). A legtobb komposztmintabdl sikeriilt is endofiton gombdékat izolalnunk.
A hat nyomon kovetett gyartasi sor komposztmintaibol szdrmazod izolatumokat 0ssze-
sitve, azok szama a komposztgyartas eldrehaladtaval, a gyenge felszinsterilizalas vagy
annak elhagyasa ellenére, az elsé fazis soran csokkent, a masodik fazis végén azonban
ismét magasabban alakult. Az izoldtumok korében Osszességében, gyartasi soronként
(S1-S6), Iépésenként (bunkertoltés, elsé és masodik atrakas, kiszedés, attarolas és kita-
rolas), de néhany kivételtdl eltekintve még az egyes mintak esetében is a tomldsgombak
dominaltak. Az Ascomycota mellett a Mucoromycota torzs képviseldire tettlink még
szert, kizardlag elsd fazisti komposztmintakbdl, a gyartds eldrehaladtaval egyre kisebb
szdmban (3., F.4. tdblazatok). Bar a Basidiomycota torzsbe tartoz6 csiperke a vele atszo-
vetett komposztmintak (kitarolds) taptalajra helyezett novényi részeibdl jellemzden no-
vekedésnek indult, tenyészeteit nem izolaltuk, mivel e faj beoltas kovetkeztében, nem
pedig endofitonként van jelen a harmadik fazisu komposztban. A komposztgyartas eldre-
haladtaval, a kiilonb6z6 fazisti komposztmintadkbol szarmazo izolatumok korében mas-

mas osztalyok, rendek, illetve nemzetségek reprezentaltattdk magukat dominansan.

Az elsd fazist komposztmintakbol szarmazé izolatumok korében az Eurotiales rend
(Eurotiomycetes) dominalt, koszonhetéen az Aspergillus izolatumok gyakori el6fordula-
sdnak. Mig az Eurotiales, valamint a még szdmottevé mértékben reprezentalt Hypocrea-

les (Sordariomycetes) €s Mucorales (Mucoromycetes) rendek képviseldinek szama az
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elsd fazis eldrehaladtaval csokkent, addig a Sordariales rend (Sordariomycetes) hasonlo
mértékben reprezentaltatta magat az els6 fazis elején és végén, zommel a bunkertdltésbol
szarmaz6 Chaetomium, illetve a kiszedésbol szarmazd Mycothermus izolatumok révén
(3. tablazat).

Irodalmi adatok alapjan, az elsd fazis sordn, a kdnnyen hozzaférhetd tapanyagokon fel-
szaporod6 mezofil mikroorganizmusok anyagcseréje révén ho szabadul fel, az igy felme-
legedé komposztban pedig a mezofil mikroorganizmusok helyett egyre inkabb a termofil
mikroorganizmusok valnak meghatarozova. A gombak korében kezdetben jellemzden a
komplex szerves tapanyagokat lebontani nem képes Thermomyces lanuginosus és Ther-
momyces dupontii fajok, a kés6bbiekben pedig a celluloz €s hemicelluloz lebontasara
egyarant képes Chaetomium thermophilum és Mycothermus thermophilus fajok szapo-
rodnak fel (Straatsma és mtsai 1994, Kertesz és Thai 2018). Az irodalmi adatokkal 6ssz-
hangban, az 4zott szalma és a csirketragya 6sszekeverését kovetden az Aspergillus nem-
zetség és a Mucorales rend jellemzden mezofil képvisel6i, a bunkertdltésbdl szarmazo
izolatumaik szdma alapjan jelentds mértékben felszaporodtak, az elsd fazis eldre-
haladtaval azonban, kdszonhetden a bunkerekben kialakulé magas hdmérsékletnek, egyre
kevésbé reprezentaltattdk magukat. Mindemellett, bar a komplex szerves tapanyagok le-
bontasara nem képes, fent nevezett termofil fajok képvisel6it nem sikeriilt izolalnunk, az
elsd fazis végén vett mintakbol (kiszedés) a celluloz és hemicelluldz lebontésara egyarant
képes Mycothermus thermophilus faj tobb izolatumara is szert tettiink.

A csiperketermesztésre szolgdldo komposzt mikrobidlis kozosségének a gyartas elére-
haladtaval bekovetkezd valtozasait Gjgeneracids szekvenaldsi modszerekkel nyomon ko-
vetd tanulmanyok keretében rendszerint meghatarozzék az elsé fazisti komposzt mikro-
bialis Osszetételét, azonban jellemzden csak a fazis egyetlen pontjan vett mintak vizsga-
lata alapjan (Zhang és mtsai 2014, Carrasco és mtsai 2020, Thai és mtsai 2022). Cao és
mtsai (2019), hozzank hasonloan az els6 fazis tobb pontjan vett mintak alapjan jellemez-
ték a komposzt mikrobidlis Osszetételét. F1, F2 és F3 mintaikat a komposzthalmok moz-
gatasakor, az elsd fazis 6todik, kilencedik és tizenkettedik napjan vették. E mintdk meg-
feleltethetok az elsé és masodik atrakasbol, valamint a kiszedésbol vett mintainknak. Cao
¢s mtsai a rendszerint dominansan jelenlévé tomldsgombak mellett szamottevd mérték-
ben mutattak ki bazidiumos gombakat is, F1 mintdban a tomlésgombakéval megegyezd
mennyiségben. F2 és F3 mintdkban a Chytridiomycota tdrzs is érdemben reprezentaltatta
magat. Mig F1 mintdban a Gibellulopsis, addig F2 és F3 mintdkban a Chaetomium nem-

zetség mutatkozott dominansnak, F1 mintdban az Alternaria, F2 mintaban a Microidium

110



¢s Gonapodya, F3 mintdban pedig a Gibellulopsis, Gonapodya és Mycothermus nemzet-
ségek érdemi eléforduldasa mellett (Cao és mtsai 2019). Az altalunk vett els6 fazisa kom-
posztmintakbol szarmazé izolatumok dontd tobbsége az Ascomycota térzsbe tartozik, a
Basidiomycota és Chytridiomycota térzsek egyetlen képviseldjét sem sikeriilt izolalnunk.
A fent nevezett Alternaria, Chaetomium és Mycothermus nemzetségek néhany képvise-
16je mellett azonban szamottevé mennyiségben izolaltuk a Cao és mtsai altal nem azono-
sitott Aspergillus nemzetség képviseldit, még akkor is, ha csak a Cao és mtsai altal vett
F1, F2 és F3 mintdknak megfeleltethetd elsé fazisi mintainkat vessziik figyelembe.
Zhang ¢s mtsai (2014), az els6 fazisu komposzt mikrobidlis Osszetételét a legmagasabb
komposzthdmérséklet idejében vett minta alapjan meghatarozva a toémlésgombéak domi-
nancidjat, valamint a Thermomyces, Acremonium, Aspergillus, Microascus és Humicola
(valojaban Mycothermus) nemzetségek szdmottevd eléfordulasat tapasztaltdk (Zhang és
mtsai 2014). Ezek koziil a Mycothermus, de kiillondsen az Aspergillus nemzetség képvi-
seldit izolaltuk az elsd fazisu komposztbdl, a tobbinél tomegesebb eléfordulasunak bizo-
nyult Thermomyces nemzetség képviseldit nem. Zhang és mtsai a komposzt alapanyagéul
szolgélo szalmaban még érdemben reprezentalt Dothideomycetes osztaly képviseldit az
elsd fazist komposztbol méar nem tudtak kimutatni, nekiink azonban sikeriilt szert ten-
niink ezen osztaly kiillonb6zd rendjeit és nemzetségeit reprezentald néhany, zommel
Cladosporium izolatumra. Ettdl eltekintve, a tomlésgombakon beliil, Zhang és mtsai azon
osztalyokat (Eurotiomycetes, Saccharomycetes és Sordariomycetes) azonositottak az elsd
fazisti komposztban, melyek kiilonb6z6 képviseldit izolaltuk is az altalunk gytijtott min-
takbol. Carrasco €s mtsai (2020), az els6 fazisu komposzt mikrobidlis dsszetételét az elsod
fazis végén vett minta alapjan meghatarozva, a tomlésgombak kiemelkedé dominancia-
jat, tovabba a Basidiomycota és Glomeromycota torzsek csekély mértékii eléfordulasat
tapasztaltdk (Carrasco és mtsai 2020). Thai és mtsai (2022) szintén a tomlédsgombak do-
tomegesen reprezentalt Aspergillus nemzetség szamottevo eléforduldsardl szamolnak be
(Thai és mtsai 2022). Az izolatumaink nem elhanyagolhat6 hanyada altal reprezentalt
Mucoromycota torzs jelenlétét Zhang és mtsai (2014), Cao ¢és mtsai (2019), illetve Car-
rasco €s mtsai (2020) sem mutattak ki az elsd f4zisi komposztbol. Azonositottak azonban,
ha nem is szdmottevé mértékben, a jdromsporas gombak torzsét (Zygomycota) reprezen-
talo szekvencidkat. Mivel a ma mar érvénytelennek tekintett Zygomycota tdrzsbdl kertil-

nek ki a Mucoromycota torzs képviseldi is, elképzelhetd, hogy az utdbbiakat, hozzank
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hasonloan, a fenti tanulmanyok keretében is kimutattdk, csak a gombdak egy szélesebb

korét magaba foglald, ma mar nem 1étez6 Zygomycota torzs képviseldiként.

Amig az els6 fazisi komposztmintakbol szarmaz6 izolatumaink korében az Eurotiales
rend (Eurotiomycetes) dominalt, mely mellett tovabbi rendek is szamottevé mértékben
reprezentaltattdk magukat, addig a mésodik fazist, hdkezelt mintdkbol szinte kizarolag a
Sordariales rendbe (Sordariomycetes) tartozd Mycothermus thermophilus képviselOire
tettlink szert (6.G abra, 3. tdblazat). Az irodalmi adatok alapjan, a méasodik fazis soran
egyes celluloz- és hemicellulozbontd gombak szaporodnak fel, csokkentve a gombak sok-
féleségét az els6 fazishoz képest (Kertesz és Thai 2018). A Torula thermophila, Humicola
grisea var. thermoidea, Humicola insolens €s Scytalidium thermophilum néven is ismert
M. thermophilus (Wang és mtsai 2019) a mésodik fazisu komposztban leggyakrabban
azonositott termofil gombafaj (Kertesz és Thai 2018). Izolatumai szdmos szénhidrat-
bontd, igy példaul celluldz és hemicelluldz enzimet (Basotra és mtsai 2016), illetve bio-
logiailag aktiv masodlagos anyagcsereterméket (Yang és mtsai 2020b) allitanak eld, to-
vabba serkentik a hkezelt komposztba oltott csiperke ndvekedését (Straatsma és Samson
1993). Az els6 és hatodik gyartasi sor méasodik fazisti komposztmintdjabol (4ttarolas) a
M. thermophilus képvisel6it nem sikeriilt izolalnunk, minddssze egyetlen Aspergillus izo-
latumra tettiink szert az els gyartasi sor attarolasabol (F.4. tablazat). Abban az esetben,
ha a komposzt alapanyagainak a mikroorganizmusok héfelszabaduléssal jar6 anyagcse-
refolyamatainak kdszonhetd felmelegedése nem elégséges, eléfordulhat, hogy a M. ther-
mophilus alig izolalhato a komposztbol (Straatsma €s mtsai 1994). Tekintettel arra, hogy
kiilondsen az elsd gyartasi sor attaroldsa esetében, a taptalajra helyezett novényi részek
koriil szokatlanul kiterjedt baktériumtelepek fejlddtek, a M. thermophilus tenyészetek
megjelenésének hianya betudhat6 akar egyes, e faj novekedését gatlo baktériumok tome-
gesebb, vagy az azt inkabb eldsegitd baktériumok ritkabb eldforduldsanak is.

A csiperketermesztésre szolgdldo komposzt mikrobidlis kozosségének a gyartas elére-
haladtaval bekovetkezd valtozésait Gjgeneracids szekvenaldsi modszerekkel nyomon ko-
vetd tanulmanyok, a masodik fazisti komposzt esetében az Ascomycota térzs dominanci-
ajarol, illetve tanulmanytol fliggden, a Basidiomycota, Chytridiomycota és Zygomycota
torzsek el6fordulasardl szamolnak be. Az azonositott nemzetségek koziil rendszerint a
Mycothermus dominal, mely mellett, tanulméanytol fiiggden, a Chaetomium, Gonapodya
és Mpyceliophthora nemzetségek reprezentdltatjdk magukat szadmottevd mértékben

(Zhang ¢és mtsai 2014, Cao és mtsai 2019, Carrasco €s mtsai 2020, Thai és mtsai 2022).

112



Bar Zhang és mtsai (2014) a Humicola nemzetséget tekintik domindnsnak, az a nyilvanos
Humicola grisea ITS szekvencia, melyhez a mésodik fazisu komposztban dominansan
eléforduld szekvencidik a tanulmany keretében készitett filogenetikai fan a legkdzelebb
allnak, valdjaban Mycothermus thermophilus ITS szekvenciaként azonosithato. Tovabba,
a dominansnak tekintett H. grisea fajjal kapcsolatban a tanulmény altal hivatkozott iro-
dalmak is a ma M. thermophilus néven ismert Scytalidium thermophilum és Humicola
grisea var. thermoidea gombakrol szolnak.

Mivel a masodik fazisi komposztbol szarmazo izolatumaink kérében a Mycothermus
nemzetség reprezentaltatja magat szinte kizarolagosan, eredményeink, fiiggetleniil a fel-
dolgozott mintak és az alkalmazott mddszerek tekintetében fennalld kiillonbségektdl, jol

Osszeegyeztethetdk a fenti tanulményokban k6z61t eredményekkel.

A csiperketermesztésre kész, harmadik fazisu komposzt (kitarolas) taptalajra helyezett
novényi részeibdl legtobbszor ndvekedésnek indultak a Basidiomycota torzsbe tartozo
Agaricus bisporus micéliumai (6.H abra). Mivel azonban e faj beoltds kovetkeztében,
nem pedig endofitonként van jelen a harmadik fazist komposztban, tenyészeteit nem izo-
laltuk, az eredmények dsszesitésekor figyelmen kiviil hagytuk. A nyomon kovetett hato-
dik gyartasi sor kitarolasanak taptalajra helyezett novényi részeibdl a csiperke egyaltalan
nem, a Penicillium nemzetség képviseldi azonban jelent6s szamban ndvekedésnek indul-
tak (6.1 dbra, F.4. tablazat). Mivel ugyanezen gyartasi sor masodik fazist komposztjabol
nem sikeriilt szert tenniink a csiperke novekedését serkentd Mycothermus thermophilus
1zolatumaira, elképzelhetd, hogy e faj nem kellden tomeges eléforduldsa, esetleg mas
mikroorganizmusok altal gatolt novekedése hozzajarulhatott a csiperke altali gyérebb ko-
lonizacidhoz, vagy akar a csiperkét gatldé mikroorganizmusok felszaporodasahoz. Igaz,
mig az elsd gyartasi sor masodik fazisu komposztjabol sem tettiink szert M. thermophilus
izolatumokra, addig ugyanezen gyartasi sor harmadik f4zisu komposztjabol novekedés-
nek indult a csiperke (F.4. tablazat).

A harmadik fazisu komposzt gombakozosségének Osszetételét tobb, a komposzt mikro-
bialis kozosségeinek a komposztgyartas és csiperketermesztés elérehaladtaval bekovet-
kezd valtozasait nyomon kovetd tanulmany keretében is vizsgaltdk (Zhang és mtsai 2014,
Siyoum és mtsai 2016, McGee ¢€s mtsai 2017, Carrasco és mtsai 2019, 2020, Thai és mtsai
2022). Ezek a dontden ujgeneracids szekvenaldsi modszereket alkalmazo tanulmanyok

crer

tott csiperke altali kolonizacié kovetkezménye. Siyoum és mtsai (2016) a harmadik fazist
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komposzt szuszpenziodjat taptalajon szélesztve kiilonb6z6 élesztd, valamint hozzank ha-
sonldan, Penicillium izolatumokra tettek szert (Siyoum €s mtsai 2016). Carrasco és mtsai
(2020) a masodik fazistt komposztban dominans Mycothermus nemzetség el6fordulasat
a harmadik fazisu komposztbol is kimutattdk, igaz, elenyészé mértékben (Carrasco és
mtsai 2020). Thai és mtsai (2022) a Mycothermus nemzetség dominans eldforduldsat ta-
pasztaltak, igaz, mintdjukat a csiperkével torténd atszovetés félidejében vették (Thai és
mtsai 2022). Esetlinkben, a masodik fazist komposzt taptalajra helyezett novényi részei-
bdl rendszerint novekedésnek indult M. thermophilus a csiperketermesztésre alkalmas
harmadik fazisti komposzt minddssze egyetlen gyartasi sorbol szarmazo egyetlen névényi
rész¢ébdl kertilt el6. Amellett tehat, hogy az A. bisporus bazidiumos gomba rendszerint
tomegesen megjelent tenyészeteinek kizardsabol adéddan az izolatumaink messze nem
titkkrozik a harmadik fazist komposzt teljes gombakdzosségének osszetételét, eredménye-

ink és a szakirodalomi adatok kozott akadnak hasonlosagok.

A csiperketermesztésre szolgald komposzt és ndvényi alapanyagai mikrobialis kozds-
ségeinek Osszetételérdl szold tanulmanyok ismeretében elmondhatd, hogy munkénk so-
ran a csiperketermesztésre szolgdldo komposzt eldallitdsat (endofiton) gombak izolalasa
céljabol elsoként kovettiik végig, a nyers novényi alapanyagoktdl egészen a harmadik
fazist, kész komposztig. Szintén elséként, a komposztgyartas folyamatat tobb alkalom-
mal is nyomon kovettiik, a hasonl6 tanulmanyokhoz képest a komposztgyartas szamo-
sabb 1épését reprezentald mintakat véve. Kovetkezésképpen, egyes ndvényi alapanyagok-
bol €s komposztmintdkbol, legyen szd a repceszalmérol, a napraforgd terméstalarodl, a
tragyaban 1év6 alomszalmardl, vagy egyes elsé fazisti komposztmintakrol, elsdként izo-
laltunk (endofiton) gombdakat.

Eredményeink, a komposztgyartas eldrehaladtaval egyre inkdbb Osszhangban vannak a
szakirodalmi adatokkal. Kdszonheté mindez annak, hogy bar a ndvényi alapanyagok mik-
robialis k6zosségeinek Osszetétele a novények €s kornyezetiik fliggvényében mas és mas,
a csiperketermesztésre szolgald komposzt eldallitasanak erdsen szabalyozott, a kiilon-
b6z6 komposztiizemekben hasonldan zajlo folyamata a gyartas elérehaladtaval egyre ha-
sonlobb dsszetételll mikrobidlis kozosségek kialakulasat eredményezi. Ugyan a harmadik
fazist komposztbol szdrmazo izolatumaink nem tiikrozik a kész komposzt szakirodalom-
bol ismert mikrobialis Osszetételét, mindez csupan a nem endofitonként jelenlévd csi-

perke szakirodalomban nem jellemzd kizarasabol adodik.
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5.2.2 Endofiton gombak in planta vizualizdldsa

A csiperketermesztésre szolgald komposzt ndvényi alapanyagait kolonizalé gombakat
in planta vizsgélva, a buza-, biobuza-, arpa- és repceszalmaban egyarant, kiterjedt és stirti
kolonizéciot tapasztaltunk (9. dbra). Gazdasagi jelentdségiik miatt, a termesztett nove-
nyek elsdsorban patogén gombak altali kolonizacidja, annak mechanizmusa szamos ku-
tatas targyat képezi. E kutatasok jellemzden csak a szoban forgd gomba éltali koloniza-
ciora Osszpontositanak, akar steril koriilmények kozott nevelt, az adott gombaval inoku-
lalt novényeket alkalmazva (da Cruz és mtsai 2015). Ezzel szemben, mi a komposztgyar-
tas novényi alapanyagait kolonizalé gombdkat altalanosan vizsgaltuk, nem az egyes gom-
bak altali kolonizacié jellegzetességeire, hanem e ndvényi alapanyagok kolonizaltsaga-
nak mértékére 1évén kivancsiak. A mikroorganizmusok gombatermesztésre szolgdlo
komposztban és ndvényi alapanyagaiban val6 vizualizacigjaval alig néhany tanulméany
foglalkozik (pl. Atkey és Wood 1983), a névényi részek szerkezetében a komposztgyartas
elérehaladtaval bekovetkezd valtozasokat nyomon kovetd tanulmanyok pedig rendszerint
nem foglakoznak a ndvényi részek kolonizéltsagaval (pl. Wang és mtsai 2021). Atkey és
Wood (1983) a csiperketermesztésre szolgald komposzt eldallitasat, a komposztot kolo-
nizald mikroorganizmusokat elektronmikroszkoppal vizualizalva kdvették nyomon, ami
alapjan a mikrobialis k6z0sség 0sszetételének a gyartas elérehaladtaval bekdvetkezo, vi-
zualisan is tetten érhetd valtozasairdl szamoltak be (Atkey és Wood 1983). Bar mi csak a
ndvényi alapanyagokat kolonizalé gombakat vizualizaltuk, az altalunk alkalmazott mod-
szerekkel, valamint a buza-, biobuza-, arpa- €s repceszalmara is kiterjedden, tettiik mind-
ezt elséként. Mig Atkey és Wood (1983) a kiindulasi alapanyagként felhasznalt buza-
szalma esetében igen gyér kolonizaciordl szdmoltak be, addig mi kiterjedt és stirti kolo-
niz4ciot tapasztaltunk nem csak a blizaszalma, hanem az dsszes tobbi novényi alapanyag
esetében is. Mindez az alkalmazott modszerek és a felhasznalt ndvényi mintak kiilonbo-
z0ségére egyarant visszavezetheto.

A festett preparatumokat vizsgalva gyakran tapasztaltuk a gombdk képezte struktirak
gyakoribb eléfordulasat a gdzcserenyildsokban és azok kornyékén (9. abra). Ez nem szo-
katlan, mivel a gazcserenyildsok a gombdk szdmara egyarant szolgalhatnak a novénybe
torténd behatolés, illetve a kolonizaciot kovetden, szaporitd képleteik szabadba torténd

kijuttatasanak pontjaiként (Brennan és mtsai 2019).

115



5.2.3 Vegyiiletek azonositdasa

A csiperketermesztésre szolgalé komposzt és ndvényi alapanyagai masodlagos anyag-
cseretermékeinek vizsgalata sordn a buza- €s arpaszalma kivonataiban 6t f6 Osszetevot
(31-35) detektaltunk (24.A abra). Koziiliik az egyetlen, eltéré UV spektrummal rendel-
kez6 33 a flavonoid tipusu tricin (24.B, F.13.C abrék). E vegyiilet a novényekben szaba-
don és szarmazékai forméjaban egyarant eléfordul, az egyszikiiek, igy példaul a buza és
az arpa esetében a lignin felépitésében is szerepet jatszik (Li és mtsai 2015). A négy azo-
nos UV spektrumu 0sszetevo a tricin flavonolignan szarmazékai, 31 és 34 a tricin-4’-O-
(B-hidroxifenilgliceril)-éter, mig 32 és 35 a tricin-4’-O-(B-guajacilgliceril)-éter izomerjei
(24.B, F.13.A, B, D, E abrdk, 9. tdblazat). E két, eritro- és treo-izomerek formajaban elo-
fordulo vegyiilet a tricin, valamint a lignin felépitésében alapvetd szerepet jatsz6 kumaril-
alkohol (31 ¢és 34 esetében) vagy koniferil-alkohol (32 és 35 esetében) éterkotésen ke-
resztiili kapcsolddasaval jon 1étre (Lan és mtsai 2015).

A buza- és arpaszalmaban azonositott 0t 6sszetevot a jellemzden biizaszalmat tartalmazo
csirke- és 16tragyabdl is kimutattuk, a vegyiiletek tragyamintdkban tapasztalt kisebb
mennyisége az e mintak esetében is kivonasra keriilt 20 mg szaraztomegi részletek, iirii-

1€k jelenlétébdl adodo, alacsonyabb szalmatartalmanak is betudhato.

A tricin és szarmazékainak mennyisége a komposztgyartas eldrehaladtaval mar a
szalma technologiai vizben torténd aztatasa és a csirketragya hozzaadasa kovetkeztében
is jelentdsen, az elsd fazis soran azonban nagysagrendekkel csokkent. A masodik és har-
madik fazis soran e vegyiiletek mennyisége érdemben nem valtozott (10. tablazat). Bar a
csiperketermesztésre szolgaldo komposzt lignintartalmanak a gyartas soran bekovetkezo
valtozasait tanulméanyoztak mar (Jurak és mtsai 2015, Carrasco €s mtsai 2020), a legjobb
tudasunk szerint mi kovettiik nyomon elséként a lignin felépitésében (is) szerepet jatszo
tricin és szdrmazékainak a gyartas eldrehaladtaval bekovetkezé mennyiségi valtozasait.
A komposzt lignintartalma a névényi alapanyagokéhoz képest az elsé €s masodik fazis
soran érdemben nem valtozik, a harmadik fazis soran azonban, a ligninbontasra képes
csiperke altali kolonizacio kovetkeztében, csokkenésnek indul (Jurak és mtsai 2015, Car-
rasco ¢s mtsai 2020). Az, hogy ezzel szemben a tricin és azonositott szarmazékainak
mennyisége mar az elsé fazis sordn jelentdsen csokken, azt kovetden pedig gyakorlatilag
stagnal, magyarazhato azzal, hogy e vegyliletek altalunk alkalmazott mddszerekkel ki-
vonhat6 és detektalhaté mennyiségét azok teljes mennyiségének csak egy, a lignin felépi-

tésében szerepet nem jatszo hanyada adja. E hanyad drasztikus és gyors fogyatkozéasa
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hatterében a mikrobialis enzimek aktivitasa (Gall és mtsai 2018, Yao és mtsai 2023), to-
vabba a komposztgyartas soran tobbszor, mar a bunkertdltés eldtt is kialakulé magas ho-

mérséklet, illetve a komposzt ingadozé kémhatasa allhat.

A csiperketermesztésre szolgaldo komposzt ndvényi alapanyagaibdl és a kiilonb6zo fa-
zisu komposztmintakbol endofiton gombakat izolalva, a M. thermophilus faj tomeges el6-
fordulasat tapasztaltuk a masodik fazisu komposztban (6.G éabra, 3. tablazat). Erre, vala-
mint e faj anyagcseretermékeinek a komposztban valo esetleges felhalmozdodasara tekin-
tettel, vizsgaltuk harom, kiilonb6z6 gyartasi sorokbol szarmazd M. thermophilus izolatum
masodlagos anyagcseretermékeit. Mivel alapvetden a sok esetben lilds micéliumok 6sz-
szetételére voltunk kivancsiak, a kivalasztott izoldtumokat a tapanyagok felvételét nem
gatld, ugyanakkor a micéliumok levalasztdsat lehetdvé tévo, celofannal fedett taptalajo-
kon szaporitottuk fel. A micéliumok kivonataiban egy, az UV spektruma alapjan a micé-
liumok lilas elszinezddéséért legalabb részben felelds, f6 0sszetevot (36) detektaltunk,
melyet aszterrikinon tipusu vegyiiletként azonositottunk (26.A, H, F.13.F abrak).

A foként az Aspergillus terreus masodlagos anyagcseretermékeiként ismert aszterrikinon
tipust vegyiiletek indolalkaloidok, melyek az alapvazhoz kapcsolodo funkeids csoportok
Osszetevo, UV és MS adatai alapjan (F.13.F abra, 9. tablazat), tobb kiilonb6z6 aszterriki-
non tipust vegyiiletként is azonosithatd, igy példaul az aszterrikinon CT3, CT4 és CT5
izomerekként (Li 2010). Ezek koziil az aszterrikinon CT3 vegyiiletet egy talajmintabol
szarmaz6 Humicola grisea 1zolatumbol azonositottak (Mocek és mtsai 1996). Bar korab-
ban a H. grisea var. thermoidea a ma M. thermophilus néven ismert Scytalidium ther-
mophilum fajhoz vagy fajkomplexhez lett sorolva (Straatsma és Samson 1993), a H. gri-
sea jelenleg a M. thermophilus fajtdl egyértelmiien elkiiloniild Trichocladium griseum
fajként ismeretes (Wang és mtsai 2019), s az aszterrikinon CT3 vegytiletet is, Mocek ¢és
munkatarsaira hivatkozva, a T. griseum, nem pedig a M. thermophilus anyagcseretermé-
keként tartjadk szamon (Tran-Cong ¢és mtsai 2019). Ezek alapjan, bar a M. thermophilus
szamos, kiilonbozd szerkezetli és hatdsi masodlagos anyagcseretermékét azonositottak
mar (Yang és mtsai 2020b), aszterrikinon tipusu Osszetevot, legyen szo6 az aszterrikinon
CT3 vegyiiletrdl vagy annak valamelyik izomerjérdl, a legjobb tudasunk szerint mi azo-

nositottunk elséként e faj kivonataiban.
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5.3 Gyogynovények — endofiton gombak és vegyiiletek
5.3.1 Endofiton gombak azonositisa

A festd buzér (Rubiaceae), tOovises iglice (Fabaceae) és tarackbliza (Poaceae)
gyogyaszati jelentdséggel bird fold alatti szerveibdl, a legjobb tudasunk szerint, mi azo-
nositottunk elsdként endofiton gombakat (4., 5., 6. tdblazatok). Eredményeink alapjan az
egyes gyogynovényekbdl szarmazd izolatumok korében egy-egy rend, illetve nemzetség
kiemelkedé mértékben reprezentaltatta magat, illetve egyes nemzetségek, fajok képvise-

16it mindharom gyogyndvénybdl izolaltuk.

A festd buzér és tovises iglice eredetli izolatumok (4., 5. tdblazatok) korében egyarant
jelentés szamban fordultak el olyan, a Helotiales rendbe tartozé izolatumok, melyeket,
ITS szekvenciaik nyilvanos adatbazisokban elérhetd szekvencidkkal valod dsszevetésével,
egyértelmilen még csak nemzetség szintjén sem tudtunk azonositani, tekintettel a legin-
Vicente és mtsai 2020, Koukol és Macia-Vicente 2022). Emiatt, ezen izolatumok altalunk
meghatarozott, illetve a felvetddott nemzetségek reprezentativ fajainak nyilvanos ITS
szekvenciaival filogenetikai elemzést végeztiink. Ennek eredményeként megallapitottuk,
hogy a szoban forg6 izolatumok a Cadophora és Leptodophora nemzetségek képviseldi,
kisebb-nagyobb csoportjaik mas-mas fajokhoz allnak kozelebb (8. abra). A Cadophora
nemzetséget (Ploettnerulaceae, Helotiales) az 1920-as években irtdk le, mely kezdetben
fas szovetekben eléfordulo, szaprotrof vagy parazita életmodu, hasonld morfologidjh fa-
jokat foglalt magdba. Azota szamos, mas-mas kdrnyezetben eléfordulo, kiillonbozo élet-
eredményeire is hivatkozva (Koukol és Macid-Vicente 2022). Macid-Vicente és mtsai
(2020), egy kozel 100 Cadophora izolatum négy genetikai lokuszan alapul6 filogenetikai
elemzés alapjan megallapitottak, hogy a Cadophora nemzetség parafiletikus, illetve
kettd, a Cadophora sensu stricto (s.str.) €s a Cadophora sensu lato (s.1.) kladra oszthatd
(Macia-Vicente ¢s mtsai 2020). Az el6bbi magéaban foglalja a nemzetség tipusfajat (C.
fastigiata) és a tobbi, hasonld életmodu és morfologidju fajt, mig az utdbbi tartalmazza
az Osszes tobbi Cadophora fajt, melyek kozé a Ploettnerulaceae csalad kiilonb6zd, igy
példaul az altalunk készitett filogenetikai fan is megjelend Collembolispora és Rhexocer-
cosporidium nemzetségei €kelédnek be. A Cadophora s.1. klad egy, a nemzetség tipusfa-

jatol kiemelkedd mértékben kiilonbozo faja az eredetileg Leptodontidium orchidicola né-
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ven leirt, orchidedk gydkereibdl izolalt, késébb a Cadophora nemzetségbe sorolt C. or-
chidicola. Szamos, gyokerekbdl szarmazo izoldtumot azonositottak e faj képviseldjeként,
azonban referenciaszekvencia hianyaban, tekintettel a nyilvanos adatbazisokban elérhetd
L. orchidicola és C. orchidicola szekvenciak tag intervallumon (94,5%-99,5%) beliil ala-
kuld hasonldsédgara, ezen izolatumok C. orchidicola tajhoz valo tartozasa megkérddjelez-
het6 (Koukol és Macia-Vicente 2022). Koukol és Macia-Vicente (2022), a C. orchidicola
faj filogenetikai helyzetét tisztazando, meghataroztak a C. orchidicola tipustorzs kiilon-
b6z6 DNS régidinak szekvencidit, majd ezeket €s a korabbi tanulmanyukbol (Macid-Vi-
cente ¢és mtsai 2020) rendelkezésiikre all6 szekvenciakat felhasznalva ujabb filogenetikai
elemzést végeztek. Ennek eredményeként leirtdk a monofiletikus Leptodophora nemzet-
séget, melyben az immaron Leptodophora orchidicola mellett a kordbban szintén a Ca-
dophora nemzetségbe sorolt Leptodophora echinata, Leptodophora gamsii és Lepto-
dophora variabilis fajok kaptak helyet. A Leptodophora nemzetségbe sorolt fajok, ha-
sonldan a filogenetikai elemzésiink alapjan hozzéajuk kozel allo, egészséges fold alatti
szervekbdl szarmaz¢ izoldtumainkhoz, egyarant gyokérkolonizald, nem korokozo6 mikro-
organizmusok (Koukol és Macia-Vicente 2022). Ez természetesen nem zarja ki, hogy
ilyen mikroorganizmusok a valtozatos életmodu, elsésorban a Cadophora s.1. kladba tar-
toz6 fajok kozott is eldforduljanak, ahogy azt az izolatumaink Cadophora és Lepto-
dophora nemzetségek kozti eloszlasa is bizonyitja. Izoldtumainkat, a szdmitasba vehetd
fajok tipusszekvencidinak filogenetikai elemzésiinkbe tortént bevonasa ellenére, nem si-
keriilt fajszinten egyértelmiien azonositanunk, azonban amint az a fentiekbdl is kidertil, e

mikroorganizmusok pontos azonositasdhoz az ITS szekvencia dnmagaban nem elegendd.

A tarackbuza eredetll izolatumok korében a Fusarium nemzetség és ezéltal a
Hypocreales rend reprezentéltatta magat kiemelkedd mértékben (6. tablazat). Bar szdmos
Fusarium fajt kérokozoként tartanak szamon, t6bb tanulmany is bizonyitja, hogy e nem-
zetség képviseldi, példaul a pazsitfifélek gyokereit tiinetmentesen kolonizalva, endofiton
gombakdzosseégek részét is képezhetik (Khidir €s mtsai 2010, Knapp és mtsai 2012, 2019,
Pereira és mtsai 2018, Akhmetova és mtsai 2023). A Fusarium izolatumok mellett, a ta-
rackbuza gyoktorzsébdl nem elhanyagolhatd szamban tettiink szert a Pleosporales rend
képviseldire is. E rend a fiives teriiletek gyokérasszocialt gombakozosségeiben a legin-
kabb reprezentalt rendek kozé tartozik, kdoszonhetden példaul a Darksidea és Periconia,

illetve az izolatumaink altal is képviselt Acrocalymma, Microdochium és Setophoma
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nemzetségek jellemzden gyakori el6fordulasanak (Khidir és mtsai 2010, Knapp és mtsai
2012, 2015, 2019).

Ha nem is a tarackbuza gyodgyaszati jelentdséggel bird gyoktorzsének, de az arrdl eredo
gyokereinek endofiton gombak6zdsségét egy izben tanulmanyoztdk mar. Hoyer és Hod-
kinson (2021), izolatumaik korében kizarolag az Ascomycota torzs, azon beliil pedig az
izolatumaink altal reprezentalt Dothideomycetes és Sordariomycetes osztalyok képvise-
16it is azonositottdk. A Dothideomycetes osztalyon beliil, hozzank hasonl6an, szinte ki-
zarolag a Pleosporales rend, azon beliil azonban az esetiinkben mindossze egy izolatum
reprezentalta Ophiosphaerella nemzetség képviseldit azonositottak jelentds szamban.
Szembetlind, hogy Heyer és Hodkinson (2021) az izolatumaink kozel fele reprezentalta
Fusarium nemzetség egyetlen képviseldjét sem izolaltak, sot, legnagyobb szamban az
izolatumaink altal nem reprezentalt Leotiomycetes osztalyba tartozd Leptodontidium
nemzetség képviseldire tettek szert. Ahogy az utdbbiakat Heyer és Hodkinson (2021)
mindegyik, gy a Fusarium nemzetség képviseldit mi is a négybol harom tarackbuza ese-
tében, ha mas-més mértékben is, de egyarant izolaltuk. Egyes, csupan a mi izoldtumaink
reprezentalta taxonok, igy példaul az Agaricomycetes osztaly €s a Microdochium nem-
zetség tarackbuza gyokereiben vald eléfordulasat Hayer és Hodkinson (2021) tenyésztés-
fiiggetlen modszerrel igazoltdk. Az egyes tarackbuzak esetében kapott eredményeiket
Osszevetve megallapitottdk, hogy a gombakodzosségek Osszetétele nem csak mintavételi
teriiletenként, hanem egyedenként is kiilonboz0, s az egyes taxonok izolatumok altali rep-
rezentaltsaga nagymértékben fiigg az izolalashoz hasznalt taptalaj tipusatél is (Heyer €s
Hodkinson 2021). Ezek legalabb részben magyarazhatjak az eredményeink kozt tapasz-
talt kiilonbségeket.

A festd buzér, tovises iglice és tarackbuza gyogyaszati jelentdséggel biré fold alatti
szerveibdl szarmazo izolatumokat dsszevetve megallapithatd, hogy a Fusarium és Acro-
calymma nemzetségek képviseldit mindhdrom gyodgyndvénybdl, ha mas-mas gyakorisag-
gal is, de egyarant izolaltuk. A Fusarium mellett az Acrocalymma nemzetségre is igaz,
hogy képviseldi kozt korokozod és endofiton gombak egyarant megtalalhatok, igaz, az
izolatumaink altal is reprezentalt A. vagum fajt els6sorban endofitonként tartjak szdmon

(Knapp ¢s mtsai 2012, Mortimer €s mtsai 2021).
5.3.2 Vegyiiletek azonositisa

A festd buzér és tovises iglice gyokereibdl készitett kivonatokban azonositottuk e no-

vények szakirodalom alapjan jellemzd, els6sorban antrakinon és izoflavonoid tipusu, {6
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anyagcseretermékeit (Boldizsar és mtsai 2006, Gampe és mtsai 2016). Ezen 6sszetevok
azonban nem lettek bemutatva a dolgozatomban, mivel alapvetden a gyogyndvények fold
alatti szerveibdl izolalt endofiton gombak és az altaluk termelt anyagcseretermékek azo-
nositasara 6sszpontositottunk. A gyogynovények fold alatti szerveibdl, beleértve a tarack-
buza éltalunk nem detektalhatd nyalkat és illdolajokat tartalmazd gyoktorzsét is, kivona-
tokat elsdsorban az endofiton gombak termelte vegyiiletek kolonizalt novényi részekbdl

torténd kimutatasa céljabol készitettiink.

A gyogynovényekbdl izolalt, azonositasukat kovetden el nem vesztett, igy a metabo-
likus profiljuk meghatarozasa céljabol felszaporitott endofiton gombék kivonataiban sza-
mos, az UV kromatogramok alapjan jelentds mértékben felhalmozddé dsszetevot detek-

taltunk.

A mindhdrom gyogyndvénybdl azonositott A. vagum izoldtumok kivonataiban négy
6 Osszetevot (37-40) detektaltunk, melyek a penicilliumolid B (37), a rizopiknin A (38),
a TMC-264 (39) és az alternariol-9-metil-éter (40) (27. abra), e faj ismert anyagcsereter-
mékei. Mind a négy 6sszetevd poliketid, azon beliil pedig dibenzo-a-piron tipust vegyii-
let, a rizopiknin A és a TMC-264 klortartalmtiak. Biologiailag aktivak, antibakteridlis,

antifungalis, citotoxikus és fitotoxikus hatasuak (Lai ¢s mtsai 2016, Islam és mtsai 2019).

A tarackbuzabol azonositott Fusarium izolatumok kivonataiban dsszesen harom f6
Osszetevot (41-43) detektaltunk, ezek a rubrofuzarin (42) és az annak dimerizal6daséaval
kialakul6 aurofuzarin (41), valamint a zearalenon (43) (28. dbra). Mindharom Osszetevd
poliketid tipust, bioldgiailag aktiv vegyiilet, a Fusarium nemzetség szamos képviseldjé-

nek ismert anyagcseretermékei (Cambaza 2018, Yu és mtsai 2022).

A szintén tarackblizabdl azonositott S. ferrestris izolatumok kivonataiban négy egy-
forma UV spektrumt, HR-MS adataik alapjan izomereknek tekinthetd, hasonloan frag-
mentalodo dsszetevot (44—47) detektaltunk, melyeket szekalonsav tipust vegyiiletekként
azonositottunk (29., F.18. abrak, 11. tablazat). A szekalonsav tipust vegyiiletek poli-
ketidek, azon beliil pedig homo- vagy heterodimer, a monomerek kapcsolddasa szerint
szimmetrikus vagy aszimmetrikus, tetrahidroxanton tipusi vegyliletek. El-Elimat és
mtsai (2015) egy S. terrestris izolatum kivonataban azonositottak a homodimer szekalon-
sav A ¢és szekalonsav E, valamint a kapcsol6dé monomerek egy-egy hidroxilcsoportjanak
eltérd térallasa miatt heterodimer szekalonsav G nevii, izomer vegyiileteket. Mindharom

vegyiilet szimmetrikus felépitésii, a monomerek 2/2” kotéssel kapcsolodnak egymashoz.
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Polaris oldoszerekben azonban, igy az altalunk alkalmazott metil-alkohol olddszerben is,
kialakulhatnak beldliik aszimmetrikus felépitésii izomerjeik, melyekben a monomerek
2/4’ kotéssel kapcsolodnak egymashoz. El-Elimat és mtsai (2015) azonositottak is kivo-
natukban a szekalonsav A ¢és szekalonsav E vegyiiletekbdl kialakult penicillixanton A ¢és
penicillixanton B dsszetevoket (EI-Elimat és mtsai 2015). UV és MS adataik, valamint
fragmentalodasuk maodja alapjan az altalunk detektalt szekalonsav tipusu Osszetevok a
fent nevezett vegyliletek koziil keriilhetnek ki, izolalasuk és szerkezetiik NMR spektro-

szkopia segitségével torténd meghatarozasa folyamatban van.

A festd buzér és tovises iglice gydgyaszati jelentdséggel bird fold alatti szerveibdl
szarmazo, kiilonboz6 leszarmazasi vonalakat reprezentdld Cadophora és Leptodophora
izolatumok kivonataiban detektaltunk egy piros szinli, C20H100s5 dsszegképletli, szintén
azonositas alatt all6 vegyiiletet. Macia-Vicente ¢és mtsai (2018), gydkerekbdl szarmazo
csaknem ezer endofiton torzs filogenetikai viszonyait és metabolikus profiljait Ossze-
vetve, a Cadophora nemzetséget vegyliletekben kiemelkedden gazdagnak, genetikailag
¢s kémiailag egyarant heterogénnek taldltdk, ugyanakkor nem tapasztaltak szamottevo
kapcsolatot a Cadophora fajok filogenetikai viszonyai és metabolikus profiljai kézott

(Macia-Vicente ¢s mtsai 2018).

Az endofiton gombak anyagcseretermékeit egyre intenzivebben kutatjak, ugyanakkor
az azonositott vegyiiletek kolonizalt névényi részekben valo eléfordulédsat ritkan vizsgal-
jak, viszonylag kevés tanulméany szamol be az endofiton gombak tenyészeteiben azono-
sitott vegytiletek in planta termel6désérdl (Aly és mtsai 2008). Munkaink soran egyes, a
gyogynovények fold alatti szerveibdl izolalt endofiton gombak 6t anyageseretermékeét si-
kertilt kimutatnunk a gombdk kolonizélta ndvényi részekbdl is.

A mindharom gydgyndveénybdl azonositott 4. vagum termelte penicilliumolid B (37) ve-
gyliletet, illetve a kizardlag tarackbtizabol azonositott S. terrestris termelte szekalonsav
tipusu Osszetevok tobbsegét (44, 46, 47) egy-egy tarackbuza kivonataban mutattuk ki,
mig a tarackbuza eredetli Fusarium izolatumok egyike altal felhalmozott zearalenon (43)
Osszetevot mind a négy tarackbliza kivonataban sikeriilt detektalnunk (30. dbra, 12. tab-
lazat). Mig a penicilliumolid B vegytiletet abbol a tarackbuzabol mutattuk ki, melybdl a
vegyliletet termeld izoldtum szarmazik, addig a szekalonsav tipusu 6sszetevoket nem a
termel0 1zolatumok forrdsaul szolgald, hanem egy masik tarackbuza kivonataban detek-

taltuk. Mivel eredményeink alapjan a S. terrestris faj képes a tarackbuza gyoktorzsének
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kolonizalasara, vegyiiletei el6fordulhatnak olyan tarackbuza gyoktdrzsekben is, melyek-
bl egyébként nem sikeriilt izoldlnunk e faj képviseldit. Mar csak azért is, mert az egyes
gyoktorzseknek értelemszertien mas-mas szakaszaibol izolaltunk endofiton gombakat és
készitettiink kivonatokat, igy el6fordulhatott, hogy a S. ferrestris kolonizalta, e faj vegyli-
leteit tartalmazo szakaszok véletlenszerlien csak a metabolikus profil meghatarozésa cél-
jabol feldolgozott szakaszok kozé kertiltek, izolalds céljabol pedig nem lettek feldol-
gozva. Azon gyoktorzs esetében, melybdl izolaltuk a S. terrestris képviseldit, de a vegyii-
leteiket nem tudtuk kimutatni, ugyanigy eléfordulhatott, hogy a S. terrestris kolonizalta
szakaszok csak izolalds céljabol lettek feldolgozva, metabolikus profil meghatarozasa
céljabol nem. Mindemellett az, hogy egy adott mikroorganizmust nem tudunk izolalni a
taptalajra helyezett novényi részekbdl, nem jelenti azt, hogy ez a mikroorganizmus és
vegyiiletei nincsenek is jelen benniik. Az egyes mikroorganizmusok izolalhatésaga nagy-
mértékben fligg példaul a novényi részek mikrobidlis kozosségének dsszetételétdl. Kony-
nyen elképzelhetd, hogy a szekalonsav tipust vegyiileteket tartalmaz6 gyoktorzs tapta-
lajra helyezett szakaszait is kolonizélta a S. terrestris, ugyanakkor egyéb mikroorganiz-
musok, példaul tomegesebb jelenlétiik vagy gyorsabb novekedésiik révén, nem tették le-
hetévé e faj képviseldinek izolalasat. Talan nem véletlen, hogy a S. terrestris izoldtumok
egyarant abbdl a tarackbizdbdl szarmaznak, melybdl a Fusarium nemzetség egyébként
nagy szamban izolalt, jellemzden gyors novekedésii képviseldire egyaltalan nem tettiink
szert. A szamos Fusarium faj anyagcseretermékeként ismert zearalenon 6sszetevét mind
a négy tarackbizabol kimutattuk annak ellenére, hogy Fusarium izolatumokra csak ha-
rom tarackbuzabdl tettiink szert, illetve tenyészeteikben is csak egyikiik halmozta fel ki-
emelkedé mértékben e vegyiiletet. A fentieken tul mindezt magyarazza, hogy az egyes,
még egyazon faj izolatumai altal is jellemzden eltéré mennyiségben eldallitott anyagcse-
retermékek in vitro és in planta koriilmények kozott kiilonboz6 mértékben halmozddhat-
nak fel, a ndvényi részekben — a termelés intenzitasatol fliggéen — akar csak lokalis
¢és/vagy kismértékli kolonizacid esetén is detektalhatok lehetnek.

A tarackbuza gyoktorzseibdl kimutatott, endofiton gombak termelte anyagcseretermékek
egy részét masok is azonositottak kiilonb6z6 novények fold alatti szerveiben, igaz, nem
feltétlen endofiton gombak altali kolonizacio kovetkezményeként. Steffens és Robeson
(1987) a hagyma vordsgyokertiségét (,,pink root disease) okozod S. terrestris (Pyreno-
chaeta terrestris) fertdzte hagymagyokerekben azonositottak a szekalonsav A vegytiletet
(Steffens és Robeson 1987). Koul és Sumbali (2008) kiilonb6z6 ndvények, példaul a

gyombeér, kdlmos és kurkuma gyogyaszati szempontbol értékes, szaritott gyoktorzseiben,
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az annak idején akar endofitonként kolonizalé Fusarium fajok termelte zearalenon jelen-

1étét mutattak ki (Koul és Sumbali 2008).
5.4 Vegyiiletek in vitro biolégiai aktivitasa
5.4.1 Novényre gyakorolt hatas

Hérom, a F. fulophazii fajbol azonositott vegyiilet (2, 5, 8) saldtamagvak csirazésara,
valamint e harom ¢€s tovabbi 16, a Darksidea nemzetségbdl azonositott vegytilet (13-16,
18-27, 29, 30) békalencse novekedésére gyakorolt hatdsat tesztelve tiz vegyiilet (15, 19,
20, 22-25, 27, 29, 30) bizonyult hatékonynak, melyek a békalencse leveleinek Osszterii-
letét, illetve két vegyiilet (a petaszol oxidalt szarmazéka (19) és az epikokkamid D (29))
kivételével azok szamat, ha mas-mas koncentracioban is, de szignifikdnsan csokkentették
(F.21. abra, 13. tablazat). Elséként mutattuk ki mind a tiz, egyarant a Darksidea nemzet-
ségbdl azonositott vegyiilet békalencse novekedését gatlo, illetve e tizbol kilenc vegyiilet
(19,20, 22-25, 27, 29, 30) ndvényre gyakorolt negativ hatdsat. A tiz vegyiilet koziil egye-
diil a petaszol (15) fitotoxikus hatdsa ismert, mely az egyszikiiek levelein a kdrnyezetiik-
nél fotoszintetikusan aktivabb foltok, iigynevezett zold szigetek kialakulasat, mig a két-
szikliek esetében jellemzden a szovetek elhaldsat okozza (17. tdblazat). Tekintettel arra,
hogy a petaszol izomerjei, az izopetaszol (16) és a 3-epi-petaszol (18) nem gatoltak a
békalencse novekedését, a gatlas kialakulasaban az e harom vegyiilet izopropenil oldal-
lancéban taldlhat6 kettds kotés helyzete és a funkcids csoportok térallasa (15. abra) egy-
arant meghatarozo. Az egymassal szintén rokon szerkezetli aszkomikon B (20) és metil-
éter szarmazéka, az aszkomikon A (26) koziil 1s csak az eldbbi gatolta a békalencse no-
vekedését, ami az aszkomikon B vegytiletben meglévd hidroxilcsoport(ok) (17.G dbra)
gatlasban betoltott szerepére utalhat. Igaz, a szakirodalom alapjan e vegyliletek egyike
sem gatolja a kerti zsazsa és a rokafarkua koles csirdzasat és a csirandvények ndovekedését
az altalunk alkalmazottaknal magasabb koncentracidoban sem (17. tdblazat). Mivel az egy-
massal rokon szerkezetli epikokkamid A és D (23, 29), illetve azok manno6z helyett
mannuronsav molekularészletet tartalmaz6 szarmazékai (27, 30) a békalencse leveleinek
Osszteriiletét, illetve az epikokkamid D kivételével azok szamat is szignifikdnsan csok-
kentették, novekedésgatld hatasukat a szerkezeti eltéréseik (18.1 abra) szdmottevéen nem
befolyasoljak. A tesztelt vegyiiletek koziil a petaszol mellett a monocerin (21) fitotoxikus
hatasa ismert, mely vegyiilet az altalunk alkalmazottaknal jellemzden magasabb koncent-
racioban fejti ki hatasat (17. tdblazat), magyardzva az e vegyiilettel kezelt békalencsék

esetében a gatlas elmaradésat.
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17. tablazat. A Darksidea izolatumok tenyészeteiben azonositott vegyiiletek névényekre gyakorolt hatdsara vonatkozoé szakirodalmi ismeretek.

kezelt legkisebb hatékony
vegyiilet novényfaj novényi koncentracié vagy hatas referencia
rész mennyiség
Avena sativa abrakzab levél 3,51 ng/sebzés ,,201d sziget” képz6dés® Bunkers és mtsai 1990
Cynodon dactylon csillagpazsit levél 3,51 ng/sebzés ,20ld sziget” képz6dés Bunkers és mtsai 1990
Elymus repens® tarackbuza levél 3,51 ng/sebzés ,,Z0ld sziget” képzddés Bunkers és mtsai 1990
Sorghum halepense fenyércirok levél 3,51 ng/sebzés ,,Z0ld sziget” képzddés Bunkers és mtsai 1990
Triticum aestivum kozonséges buza levél 4,68 pg/sebzés ,,Z0ld sziget” képzodés Bunkers és Strobel 1991
Zea mays kukorica levél 3,51 ng/sebzés ,,Z0ld sziget” képzodés Bunkers és mtsai 1990
15 petaszol Cucumis sativus uborka levél 3,51 ug/sebzés ,,z0ld sziget” képz6dés Bunkers és mtsai 1990
Euphorbia heterophylla | - levél 3,51 pg/sebzés klorézis® Bunkers és mtsai 1990
Glycine max sz6jabab levél 3,51 ug/sebzés nekrozis® Bunkers és mtsai 1990
Helianthus annuus napraforgd levél 3,51 ug/sebzés nekrozis Bunkers és mtsai 1990
Solanum lycopersicum® | paradicsom levél 3,51 ug/sebzés nekrozis Bunkers és mtsai 1990
Vigna radiata® mungo6bab levél 3,51 ug/sebzés nekrozis Bunkers és mtsai 1990
hipokotil | 10 uM fokozott gyokérképz6dés | Bunkers és mtsai 1990
. Lepidium sativum kerti zsazsa mag > 1042 uM - Opatz és mtsai 2008
20 | aszkomikon B Setaria italica rokafarkt koles mag > 1042 uM - Opatz és mtsai 2008
Chlorella fusca (alga) - - 50 ug/papirkorong gatolt novekedés Zhang és mtsai 2008
Cirsium arvense mezei aszat levél 974 uM nekrozis Robeson ¢és Strobel 1982
Cucumis sativus uborka csira 3247 uM gatolt ndvekedés Robeson ¢és Strobel 1982
Echinochloa crus-galli | k6zonséges kakaslabfii | csira 244 uM gatolt gyokérnovekedés, | Lim 1999
gyokérnekrozis
Lactuca sativa kerti salata mag 325 uM gatolt csirdzas Ko 1994
csira 32 uM gatolt gyokérndvekedés Ko 1994
1 monocerin csira > 974 uyM - Lim 1999
Lepidium sativum kerti zsdzsa mag > 100 pg/papirkorong - Rupcic és mtsai 2018
Lolium multiflorum olaszperje csira 325 uM gatolt gyokérndvekedés, | Lim 1999
gyokérnekrozis
Oryza sativa azsiai rizs csira 32 uM gatolt csira- és foleg gyo- | Ko 1994
kérnovekedés, gyokér-
nekrozis
csira 325 uM gatolt gyokérnovekedés, | Lim 1999

gyokérnekrozis
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Raphanus raphanistrum | retek csira 200 uM gatolt gyokérndvekedés Cuq és mtsai 1993
Schoenoplectiella - csira 162 uM gatolt gyokérndvekedés, | Lim 1999
Jjuncoides® gydkérnekrozis
Setaria italica rokafarku kdles mag > 100 pg/papirkorong - Rupcic és mtsai 2018
Solanum lycopersicum paradicsom levél 1071 uM hervadas Robeson és Strobel 1982
csira > 974 uM - Lim 1999
Sorghum halepense fenyércirok levél 325 uM klorézis és nekrozis Robeson és Strobel 1982
csira 107 uM gatolt csirandvekedés és | Robeson és Strobel 1982
gyokérnekrozis
Zea mays kukorica levél 400 uM nekrozis Cuq és mtsai 1993
23 | epikokkamid A | Chlorella fusca (alga) - - n. m. - Wright és mtsai 2003
. Lepidium sativum kerti zsdzsa ma, >993 uM - Opatz és mtsai 2008
26 | aszkomikon A Seim’a italica rokafarku kdles mag >993 :iM - Ogatz és mtsai 2008

n. m.: nincs megadva

a4 A hivatkozott szakirodalmakban szereplé fajnevek (* Agropyron repens, ® Lycopersicon esculentum, © Phaseolus aureus, ¢ Scirpus juncoides) kurrens megfeleléi a World
Flora Online internetes adatbazisbol szarmaznak.

¢ A ,,z0ld sziget” kifejezés a fotoszintetizald szerveken bizonyos fertézések soran megjelend, a kdrnyezd szoveteknél fotoszintetikusan aktivabb, zoldebb teriiletekre utal.
fKlorozis: a fotoszintetizald szovetek klorofilltartalmanak csdkkenése, zo61d szinének fokozatos elvesztése.

& Nekrozis: a szovetek — nem programozott sejthalal nyoman bekdvetkez6 — elhalésa.

Az egy- és kétszikii novények leveleire eltéréen hatd petaszol (15) esetében az egyszikiiek z61d, a kétszikiiek sarga hattérszinnel vannak jeldlve.

A Darksidea izolatumok tenyészeteiben azonositott tovabbi vegyiiletek ndvényekre gyakorolt hatasat, a legjobb tudasunk szerint, nem tesztelték.
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5.4.2 Citosztatikus hatds

A F. fulophazii fajbol azonositott vermelhotin (5), hidroxi-vermelhotin (2) és flavok-
lorin A (8) vegyiiletek in vitro citosztatikus hatasat tesztelve a vermelhotin bizonyult ha-
tékonynak. Mérsékelten, ugyanakkor szignifikansan gatolta mind a 12 daganatos sejtvo-
nalat, melyek kozil tiz esetében elsOként mutattuk ki e vegyiilet antiproliferativ hatésat
(14. tablazat). A vermelhotin HepG2 ¢és HL-60 daganatos sejtvonalakkal szembeni akti-
vitasat mar Kasettrathat ¢s mtsai (2008) is kimutattak, az altaluk k6zolt 2,50 pg/mL és
1,60 ug/mL ICso értékek hasonloak az altalunk, ugyanezen sejtvonalakra kapott 10,1 uM
(2,19 pg/mL) és 9,4 uM (2,03 pg/mL) ICso értékekhez. A vermelhotin hatékonysagat e
két sejtvonalon kiviil szamos més daganatos sejtvonallal szemben is bizonyitottdk mar
(Kasettrathat és mtsai 2008, Kuhnert és mtsai 2014). Mivel tesztjeink sordn a vermelhotin
nem gatolta az egészséges VERO E6 sejteket, feltételezhetd e vegyiilet in vitro citoszta-
tikus hatasanak daganatos sejtekkel szembeni szelektivitasa. Ugyanakkor, Ganihigama és
mtsai (2015) igazoltdk a vermelhotin egészséges MRC-5 sejtekkel szembeni citotoxikus
hatasat.

A vermelhotin 0j szdrmazékaként azonositott hidroxi-vermelhotin nem bizonyult ci-
tosztatikus hatastinak egyik sejtvonallal szemben sem, mely mogott e vegyiilet erdsebb
polaritasa (10.C, F abrak), s ebbdl kifolydlag a sejtekbe valo korlatozottabb bejutasa all-
hat. Kuhnert és mtsai (2014) a vermelhotin mellett kimutattdk a hipoxi-vermelhotin A
citotoxikus hatdsat is, mig a hipoxi-vermelhotin B és C hatastalannak bizonyultak. A ha-
tas hatterében a vermelhotin €s a hipoxi-vermelhotin A mérsékeltebb polaritasa, illetve a
masik két vegyiiletbdl, tovabba a vermelhotin altalunk azonositott szarmazékaibol is hi-
anyz6 C-11-C-12 kettds kotés (10.B—E abrak) allhat (Kuhnert és mtsai 2014). Mindemel-
lett, legalabbis a vermelhotin esetében, szerepet jatszhat annak kalmodulingatlé aktivitasa

is (Leyte-Lugo és mtsai 2012).
5.4.3 Antibakteridlis hatas

A Darksidea nemzetségbdl azonositott 18 vegylilet (13-30) antibakteridlis hatasat
tesztelve a 6-deoxibosztrikoidin (22) és az aszkomikon A (26) bizonyultak hatékonynak.
Mindkét vegyiilet enyhén gatolta a Gram-pozitiv S. aureus MRSA és MSSA torzseit,
legjobban az aszkomikon A az MRSA torzset.

Az aszkomikon A, a szakirodalom alapjan, Gram-pozitiv baktériumokkal szemben haté-
kony (18. tdblazat), amit eredményeink is aldtdmasztanak. A rokon szerkezetii, a szakiro-

dalom alapjan hasonldan antibakterialis hatast aszkomikon B (20) (18. tdblazat) azonban
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nem gatolta a S. aureus torzseket. E vegyiiletek akar organizmusonként eltérd hatasara
példa, hogy az antifungalis aktivitasuk tekintetében egyébként markdnsan kiilonb6zd
aszkomikon A és B vegyiiletek koziil az utobbi szdmos gomba ndvekedését erdsen ga-
tolja, a Paecilomyces variotii gombara nézve azonban nem bizonyult antifungalis hatast-
nak (Opatz és mtsai 2008).

A 6-deoxibosztrikoidin antibakterialis hatasat Gram-pozitiv €s Gram-negativ baktériu-
mokkal szemben egyarant igazoltak (18. tablazat). Eredményeink a szakirodalmi adatok-
kal 6sszhangban vannak, mivel a S. aureus ATCC 29213 torzzsel szemben e vegyiilet
altalunk meghatérozott legkisebb gatlé koncentracioja (MIC: 100 uM) 6sszemérhetd a
Lin és mtsai (2023) altal meghatarozottal (MIC: 45 uM), tovabba, e vegyiilet az E. coli
ATCC 25922 torzset az altalunk alkalmazott legnagyobb koncentracional (200 uM) ma-
gasabb koncentracioban (372 pM) sem gatolja (18. tablazat) (Lin és mtsai 2023).

A 18 vegyiilet koziil kilenc (15, 20-26, 28) antibakterialis hatasat tesztelték mar, mind-
egyiket legalabb egy, az altalunk hasznaltakkal faj-, de akar torzsszinten azonos baktéri-
ummal szemben is (18. tdblazat). A petaszol (15) és az F2928-1 (24) kivételével a mar
tesztelt vegyiiletek mind antibakterialis hatastinak bizonyultak, a monocerin (21), a 6-
deoxibosztrikoidin (22), az epikokkamid A (23), a fomopszidin (25) és az F2928-2 (28)
legalabb egy, az altalunk hasznaltakkal faj-, de akar torzsszinten azonos baktériummal
szemben (is). Legkisebb gatld koncentracioik jellemzden az altalunk alkalmazott legna-
gyobb koncentracioval mérhetdk ossze (18. tablazat), ami magyardzatot adhat arra, hogy
e vegyiiletek antibakterialis hatdsat miért nem sikeriilt igazolnunk.

Osszességében, a Darksidea nemzetségbdl azonositott 18 vegyiilet koziil kilenc (13, 14,
16-19, 27, 29, 30) antibakteridlis hatasat elsdként teszteltiik, a szakirodalom alapjan mar
tesztelt vegylileteket pedig ha fajszinten nem is minden esetben, de legalabb torzsszinten
tovabbi baktériumokkal szemben (is) teszteltiik. Els6ként igazoltuk az aszkomikon A (26)

S. aureus MRSA és MSSA torzsekkel szembeni antibakterialis hatasat.

128



18. tablazat. A Darksidea izolatumok tenyészeteiben azonositott vegyiiletek antibakterialis hatasara vonatkoz6 szakirodalmi ismeretek.

vegyiilet baktériumfaj (alfaj) baktériumtorzs teszt tipusa MIC referencia
Bacillus subtilis KMM 430 n. m. > 4300 uM Yurchenko és mtsai 2013
Micrococcus luteus ATCC 4698 MD > 3419 uM Suekaew és mtsai 2020
Staphylococcus aureus ATCC 21027 n. m. > 4300 uM Yurchenko és mtsai 2013
15 petaszol ATCC 6538P MD > 3419 uM Suekaew és mtsai 2020
Escherichia coli ATCC 15034 n. m. > 4300 uM Yurchenko és mtsai 2013
ATCC 25922 MD > 3419 yM Suekaew és mtsai 2020
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 MD > 3419 yM Suekaew és mtsai 2020
KMM 433 n. m. > 4300 uM Yurchenko és mtsai 2013
Bacillus subtilis n. m. DD 50 pg/papirkorong Opatz és mtsai 2008
Brevibacillus brevis® n. m. DD 50 pg/papirkorong Opatz és mtsai 2008
20 aszkomikon B Enterobacter cloacae subsp. dissolvens® n. m. MD > 174 uM Opatz és mtsai 2008
Escherichia coli K12 MD > 174 pM Opatz és mtsai 2008
Proteus vulgaris n. m. MD > 174 uM Opatz és mtsai 2008
Bacillus subtilis ATCC 6633 MD >n. m. Li és mtsai 2014
MD 51 uM Pinheiro és mtsai 2017
DSM 10 MD >325 uM Rupcic és mtsai 2018
n. m. DD > 1 pg/papirkorong Kong ¢és mtsai 2015
Priestia megaterium® n. m. DD 50 pg/papirkorong Zhang és mtsai 2008
Staphylococcus aureus ATCC 25923 MD 203 uM Pinheiro és mtsai 2017
CGMCC 1.2465 MD > n. m. Li és mtsai 2014
n. m. DD > 1 pg/papirkorong Kong ¢és mtsai 2015
21 monocerin Streptococcus pneumoniae CGMCC 1.1692 MD >n. m. Li és mtsai 2014
Escherichia coli ATCC 25922 MD 51 uM Pinheiro és mtsai 2017
CGMCC 1.2340 MD > n. m. Li és mtsai 2014
n. m. DD 50 pg/papirkorong Zhang és mtsai 2008
n. m. DD > 1 ug/papirkorong Kong és mtsai 2015
Klebsiella aerogenes® n. m. DD > 1 ug/papirkorong Kong és mtsai 2015
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 MD 51 uM Pinheiro és mtsai 2017
n. m. DD > 1 ug/papirkorong Kong és mtsai 2015
Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028 MD 102 pM Pinheiro és mtsai 2017
. S Priestia megaterium® ATCC 18812 DD 100 pg/papirkoron Moni és mtsai 2022
22|  6-deoxiboszrikoidin Staphylocofcus aureus ATCC 25923 DD 100 ﬁﬁ/gaﬁirkomnﬁ Moni és mtsai 2022

129




ATCC 29213 MD 45 uM Lin és mtsai 2023
N315 MD 22 uM Lin és mtsai 2023
NCTC 10442 MD 45 uM Lin és mtsai 2023
Escherichia coli ATCC 25922 MD >372 uM Lin és mtsai 2023
ATCC 28739 DD 100 pg/papirkorong Moni és mtsai 2022
Ralstonia solanacearum n. m. DD 4 ng/papirkorong Mao és mtsai 2021
Salmonella enterica® ATCC 28633 DD 100 pg/papirkorong Moni és mtsai 2022
Bacillus subtilis n. m. DD > 40 pg/papirkorong | Talontsi és mtsai 2013
Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv MD > 100 pM Harwoko és mtsai 2020
n. m. MD >n. m. Wright és mtsai 2003
Priestia megaterium® n. m. DD >n. m. Wright és mtsai 2003
Staphylococcus aureus ATCC 29213 MD > 100 pM Harwoko és mtsai 2020
. . KCTC 3881 MD 115 uM Kwon és mtsai 2023
23 epikokkamid A n. m. DD 40 pg/papirkorong Talontsi és mtsai 2013
Acinetobacter baumannii n. m. MD > 100 pM Harwoko és mtsai 2020
Escherichia coli MG1655 MD >230 pM Kwon és mtsai 2023
n. m. DD >n. m. Wright és mtsai 2003
n. m. DD > 40 ng/papirkorong | Talontsi és mtsai 2013
Pseudomonas aeruginosa n. m. MD > 100 pM Harwoko és mtsai 2020
Staphylococcus aureus Smith MD > 106 uM Kanai és mtsai 2005
Burkholderia cepacia® 23 MD > 106 uM Kanai és mtsai 2005
24 F2928-1 Escherichia coli NIHJ JC-2 MD > 106 pM Kanai és mtsai 2005
Klebsiella pneumoniae No. 42 MD > 106 uM Kanai és mtsai 2005
Pseudomonas aeruginosa PAO-1 MD > 106 pM Kanai és mtsai 2005
Bacillus subtilis DSM-10 MD 202 uM Halecker és mtsai 2020
Micrococcus luteus DSM-1790 MD >202 uM Halecker és mtsai 2020
Mycobacterium smegmatis ATCC 700084 MD >202 uM Halecker és mtsai 2020
25 fomopszidin Staphylococcus aureus DSM-346 MD 202 uM Halecker és mtsai 2020
Chromobacterium violaceum DSM-30191 MD >202 pM Halecker és mtsai 2020
Escherichia coli DSM-1116 MD >202 pM Halecker és mtsai 2020
Pseudomonas aeruginosa PA14 MD >202 uM Halecker és mtsai 2020
Bacillus subtilis n. m. DD 50 pg/papirkorong Opatz és mtsai 2008
. Brevibacillus brevis* n. m. DD 50 pg/papirkoron Opatz és mtsai 2008
26 aszkomikon A Enterobacter cloacae subsp. dissolvens® n. m. MD > 12% ﬁl\ﬁ - Ogatz ¢és mtsai 2008
Escherichia coli K12 MD > 166 pM Opatz és mtsai 2008
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Proteus vulgaris n. m. MD > 166 uM Opatz és mtsai 2008
Bacillus subtilis n. m. DD 100 pg/papirkorong Mitova €s mtsai 2006
n. m. MD 281 uM Dao és mtsai 2022
Staphylococcus aureus 21773 MD 281 uM Dao és mtsai 2022
ATCC 29213 MD 281 uM Dao és mtsai 2022
Mu50 MD 281 uM Dao és mtsai 2022
28 F2928-2 Smith MD >110 uyM Kanai és mtsai 2005
Burkholderia cepacia® 23 MD > 110 pM Kanai és mtsai 2005
Escherichia coli NIHJ JC-2 MD >110 pM Kanai és mtsai 2005
n. m. MD >n. m. Dao és mtsai 2022
Klebsiella pneumoniae No. 42 MD > 110 pM Kanai és mtsai 2005
Pseudomonas aeruginosa PAO-1 MD >110 pM Kanai és mtsai 2005

MIC: legkisebb gatl6 koncentraciod (minimum inhibitory concentration), vagyis az adott vegyiilet azon legkisebb koncentracioja, mely gatolja az adott baktérium felszaporodasat.
A korongdiffuzids tesztek esetében az adott vegyiilet papirkorongra felvitt mennyisége (ng) van megadva.

n. m.: nincs megadva

MD: mikrodiluciés teszt (microdilution assay)

DD: korongdiffazios teszt (disk diffusion assay)

af A hivatkozott szakirodalmakban szereplé fajnevek (* Bacillus brevis, ® Enterobacter dissolvens, ¢ Bacillus megaterium, ¢ Enterobacter aerogenes, ¢ Salmonella typhi,
Pseudomonas cepacia) korrekt megfelel6i a List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature internetes adatbazisbol szarmaznak.

A Gram-pozitiv baktériumok piros, a Gram-negativ baktériumok kék hattérszinnel, az altalunk is felhasznalt baktériumfajok és -torzsek vastag betiivel, a szakirodalmi adatok
alapjan gatlo koncentraciok pedig vords betiivel vannak jeldlve.

A Darksidea nemzetség tenyészeteiben azonositott tovabbi vegyiiletek antibakterialis hatasat, a legjobb tudasunk szerint, nem tesztelték

f
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6. KONKLUZIOK

Kutatasunk targyat a fiives teriiletek gyokérasszocialt gombakozdsségeinek részét ké-
pez0, valamint ipari felhasznaldsra keriild névényi alapanyagokat kolonizald endofiton

gombak és masodlagos anyagcseretermékeik képezték.

A kutatdcsoportunk altal a kozelmultban leirt, a kiskunsagi nyilt homokpusztagyepe-
ken eléforduld Flavomyces fulophazii, valamint a hazai és észak-amerikai fiives teriilete-
ken gyakori Darksidea nemzetség (Knapp és mtsai 2015) tovabbi képviseldit azonositot-
tuk, els6ként igazolva a F. fulophazii Mongdlidban, a Darksidea nemzetség Mongoliaban
¢s Kazahsztanban val6 el6fordulasat (Knapp és mtsai 2019, Berek-Nagy és mtsai 2021).

Elsdként hataroztuk meg e s6tét szeptalt endofiton gombak metabolikus dsszetételét.
A F. fulophazii négy 10j tetrdmsav €és hét 0j azafilon tipust vegyiilet, valamint a ritka eld-
fordulasu, szamos bioldgiai aktivitassal bird vermelhotin forrasanak bizonyult (Berek-
Nagy és mtsai 2021). A Darksidea nemzetségbdl két 0j tetrdmsav és két 0j terpenoid
tipust vegyiiletet, valamint 14, valtozatos szerkezetli, zommel ritka el6fordulast, ugyan-
akkor biolodgiailag aktiv, elsdsorban terpenoid és poliketid tipust vegyliletet azonositot-
tunk. A Darksidea izolatumok metabolikus profiljait felhasznaltuk a nemzetség kiilon-
gidja és metabolikus Osszetétele alapjan a hét faj reprezentélta Darksidea nemzetség to-
vabbi hat feltehetden 0j fajat azonositottuk. A vegyiiletek bioaktivitasat tesztelve a ver-
melhotin antiproliferativ hatdsinak bizonyult 12 daganatos sejtvonallal szemben, melyek
koziil tiz esetében elsOkét igazoltuk e vegylilet citosztatikus hatasat (Berek-Nagy €s mtsai
2021). A vegylileteinkkel els6ként kezelt békalencse ndovekedését tiz osszetevd gatolta,
melyek koziil kilenc 0sszetevé ndvényekre gyakorolt negativ hatasat els6ként mutattuk
ki. Els6ként igazoltuk tovabba az aszkomikon A vegyiilet Staphylococcus aureus MSSA
és MRSA torzsekkel szembeni antibakterialis hatasat.

Osszességében, a F. fulophazii és a Darksidea nemzetség izolatumainak masodlagos
anyagcseretermékeit els6ként meghatarozva 30, koztiik 15 1) természetes vegyiiletet azo-
nositottunk, 12 vegyiilet biologiai aktivitasat — antiproliferativ, ndvényndvekedés-gatlo,
illetve antibakterialis hatasat — legalabb egyes sejtvonalakkal, illetve (mikro)organizmu-
sokkal szemben els6ként igazoltuk. Ezéltal, a Flavomyces és Darksidea nemzetségek,
izolatumaik konnyti hozzaférhetdségének és fenntarthatosaganak is kdszonhetden, sza-

mos, zommel bioaktiv vegyiilet 0j és értékes forrdsainak bizonyultak.
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A csiperketermesztésre szolgald komposztbdl és novényi alapanyagaibdl, valamint
egyes gyogyndvények hatdanyagokat tartalmazé fold alatti szerveibdl egyarant sikeriilt

endofiton gombakat izolalnunk, masodlagos anyagcseretermékeiket azonositanunk.

A csiperketermesztésre szolgalo komposzt eldallitasat endofiton gombék izolalasa cél-
jabol elsdként, raadéasul tobb alkalommal, gyakori mintavétel mellett kdvettiik végig. Eb-
bol adédoan egyes ndvényi alapanyagokbol €s komposztmintakbol elséként izolaltunk
endofiton gombakat. A komposzt névényi alapanyagaibol (buza-, arpa- €s repceszalma)
szarmazo6 izolatumok korében az Alternaria nemzetség dominanciajat tapasztaltuk, mig
az elsé fazisu komposztbol elsdsorban Aspergillus, a masodik fazist (hokezelt) kom-
posztbdl szinte kizardlag Mycothermus thermophilus, a harmadik fazisu (atszovetett)
komposztbol pedig, az endofitonként értelemszeriien nem kezelhetd csiperke mellett, al-
kalomszerlien Penicillium izolatumokra tettiink szert. A névényi alapanyagok festett pre-
paratumaiban kiterjedt kolonizaciot tapasztaltunk. Buza- és arpaszalmaban azonositottuk
a tricin vegyiiletet és négy flavonolignan szarmazékat, mennyiségiiknek a komposztgyar-
tas elérehaladtaval bekdvetkezd jelentds csokkenését elsoként igazoltuk. A hdkezelt kom-
posztra jellemzd M. thermophilus izoldtumaiban els6ként azonositottunk egy aszterriki-
non tipusu 0sszetevot. Ahogy a komposztgyartas soran egymast kovetden felszaporodo,
altalunk is azonositott kiillonb6zé mikroorganizmusok igazoltan, ugy az altaluk termelt és
a ndvényi alapanyagokban jelenlévd természetes vegyiiletek is befolyasolhatjak a kom-

posztgyartas és csiperketermesztés hatékonysagat.

A festd buzér, tovises iglice €és tarackbuza gyogyaszati jelentdséggel bird fold alatti
szerveibdl els6ként izolaltunk endofiton gombékat. A festd buzér és tovises iglice eseté-
ben zommel Cadophora és Leptodophora izolatumokra tettiink szert, mig a tarackbuzabol
szarmaz0, akar a termesztett buza gyokereit is kolonizalni képes izoldtumok korében a
Fusarium nemzetség képviseltette magat kiemelkedé mértékben. A mindhdrom gyogy-
noveénybdl azonositott Acrocalymma vagum, valamint a tarackbizabol azonositott Se-
tophoma terrestris €s Fusarium izoldtumokban 6sszesen 11, poliketid tipust Osszetevot
azonositottunk. Ezek koziil 6t6t kimutattunk a tarackbtza gyoktorzsébdl is, igazolva,
hogy az endofiton gombak, anyagcseretermékeik révén, befolyasolhatjak a névényi alap-
anyagok, még a gyogynovények jol ismert kémiai Osszetételét, igy akar azok gydgyhata-

sat is.
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Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy ahogyan a természetes 6koszisztémak ré-
szét képezo pazsitfufélek egészséges gydkereiben, ugy az ipari felhasznéalasra kertld tii-
netmentes novényi alapanyagokban is el6fordulnak bioaktiv anyagcseretermékeket akar
in planta is el6allitd — az adott ipari tevékenység hatékonysagat potencialisan, akar a ve-

gylleteik révén befolyasold — endofiton gombak.
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7. OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban bemutatott munkdink soran pazsitfiifélék gyokereit, valamint ipari fel-
hasznaléasra keriil6 ndvényi alapanyagokat kolonizal6 endofiton gombakat vizsgaltunk.
(1) Célul tiiztiik ki a kutatdcsoportunk altal leirt Flavomyces és Darksidea nemzetségek
masodlagos anyagcseretermékeinek azonositasat, valamint a Darksidea nemzetség — tob-
vabba a csiperketermesztésre szolgald komposztbol és ndvényi alapanyagaibol, valamint
egyes gyogyndvényekbdl endofiton gombakat izolalni, masodlagos anyagcseretermékei-
ket — akar a kolonizalt novényi részekben is — azonositani. (3) Mindemellett, az izolalt
vegyiiletek ndvényekre gyakorolt, citosztatikus és antibakterialis hatasat is terveztiik tesz-
telni.

(1) Pazsitfifélek gyokereibdl endofiton gombakat izoldlva, els6ként igazoltuk a
Flavomyces nemzetség Mongolidban, illetve a Darksidea nemzetség Mongoliaban és Ka-
zahsztanban valo el6fordulasat. E sotét szeptalt endofiton gombak metabolikus Osszeté-
telét els6ként meghatarozva, a F. fulophazii izolatumok tenyészeteiben 12, a Darksidea
izolatumokéban pedig 18 masodlagos anyagcsereterméket, koztiik 15 0j természetes ve-
gylletet azonositottunk. A vizsgalt 106 Darksidea izolatum filogenetikai helyzete, mor-
fologiaja és metabolikus Osszetétele alapjan a nemzetség hat feltehetden uj fajat azonosi-
tottuk.

(2) A csiperketermesztésre szolgalo komposzt eldallitasat tobbszor is nyomon kdvetve

kozel 300, koztiikk szamos, a gyartas egyes stadiumaira kifejezetten jellemz6 Alternaria,
Aspergillus és Mycothermus nemzetségeket reprezentalo izolatumra tettiink szert. A gyar-
tas alapanyagaul szolgél6 bliza-, rpa- és repceszalmaban, kiilonb6zd vizualizacids tech-
nikékat alkalmazva, kiterjedt és slirQi kolonizéaciot tapasztaltunk. A bliza- és arpaszalma-
ban 6t ndvényi anyagcsereterméket azonositottunk, melyek mennyiségének a komposzt-
gyartas elorehaladtaval bekovetkezo jelentds csokkenését elsoként igazoltuk.
A vizsgalt gyogynovények gyogyaszati jelentdséggel bird fold alatti szerveibdl endofiton
gombdkat elsOként izolalva, a festd buzér és tovises iglice gyokerébdl elsdésorban Ca-
dophora és Leptodophora, mig a tarackbliza gyoktorzsébdl zommel Fusarium izolatu-
mokra tettiink szert. Az izolatumok tenyészeteiben 11 masodlagos anyagcsereterméket
azonositottuk, melyek koziil 6tot a kolonizalt ndvényi részekbdl is kimutattunk.

(3) Az izolalt vegyiiletek bioldgiai aktivitasat tesztelve tiz vegyiilet ndvénynovekedés-
gatlo, egy vegyiilet citosztatikus és két vegyiilet antibakterialis hatasat igazoltuk.
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8. SUMMARY

In this study, we investigated the endophytic fungi colonizing grass roots and plant
materials of industrial importance. (1) We aimed to identify secondary metabolites of
Flavomyces and Darksidea, two fungal genera recently described by our research group.
Carrying out a polyphasic characterization of fungal isolates, including the comparison
of their metabolite profiles, we also aimed to revisit the genus Darksidea. (2) Our further
goals were to isolate endophytic fungi from compost used for button mushroom culti-
vation, as well as from certain medicinal plants, and to identify their secondary metabo-
lites, even in the colonized plant materials. (3) Moreover, we also aimed to test plant
growth modulatory, cytostatic and antibacterial activities of isolated compounds.

(1) Isolating endophytic fungi from grass roots, we were the first to demonstrate the
occurrence of the genus Flavomyces in Mongolia, and that of the genus Darksidea in both
Mongolia and Kazakhstan. Determining metabolite profiles of these dark septate en-
dophytes for the first time, in cultures of F. fulophazii we identified 12, while in those of
the Darksidea isolates we identified 18 secondary metabolites, 15 of which were deter-
mined to be novel natural compounds. Based on the phylogenetic position, morphology
and metabolite composition of the 106 Darksidea isolates investigated, we identified six
potentially novel species of the genus.

(2) Tracking the compost production for button mushroom cultivation several times,

almost 300 fungal isolates were obtained, including numerous representatives of the ge-
nera Alternaria, Aspergillus and Mycothermus, characteristic of certain stages of pro-
duction. Using different visualization techniques, we observed extensive and dense fun-
gal colonization in straw, the raw plant material of compost. In wheat- and barley straw,
we identified five plant secondary metabolites, and we were the first to demonstrate the
decrease in their amounts during compost production.
Isolating endophytic fungi for the first time from the pharmacologically valuable under-
ground organs of the medicinal plants studied, from Rubia tinctorum and Ononis spinosa
we identified predominantly Cadophora and Leptodophora isolates, while from Elymus
repens mainly Fusarium isolates were obtained. We identified 11 secondary metabolites
of the isolates, five of which were detected in the colonized plant materials as well.

(3) Testing biological activities of isolated compounds, we demonstrated plant growth
inhibitory, cytostatic and antibacterial activities of ten, one, and two compounds, respecti-

vely.
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11. FUGGELEK
11.1 A gombak DNS régioinak felszaporitasa

A kiilonb6z6 névényi részekbdl izolalt gombak azonositasdhoz a sejtmagi riboszoma-

« ey

tottuk ITS-PCR vagy direkt ITS-PCR keretében, az alkalmazott reakcioelegyekre és -

profilokra vonatkozd informaciok az alabbiakban olvashatok.

Az ITS-PCR reakcioelegy 25 uL térfogath volt, 6sszetételét az F.1.A tdblazat tartalmazza.
Az ITS-PCR profilja az alabbiak szerint alakult: 5 perc kezdeti denaturacié (olvasztas)
94 °C-on, 35 cikluson keresztiil ciklusonként 30 masodperc denaturacié 94 °C-on, 30
masodperc annealing (kapcsolddas) 52 °C-on és 40 masodperc extenzid (hosszabbitas)

72 °C-on, a 35 ciklust kdvetden pedig 10 perc végsd extenzid 72 °C-on.

F.1.A tablazat. ITS-PCR reakcidelegyének osszetétele.

Osszetevok Osszetevok mennyisége (uL)
milli-Q viz 14,1
DreamTaq puffer (10x) 2,5
dNTP mix (2 mM) 2,5
ITSIF primer (10 uM) 1,25
ITS4 primer (10 uM) 1,25
DreamTaq DNS-polimeraz enzim 0,4
templat DNS (DNS kivonat) 3,0

A milli-Q viz a Lonza (Bazel, Svéjc), mig a templat DNS kivételével az &sszes tobbi dsszetevé a Thermo
Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) terméke.

A direkt ITS-PCR esetében a reakcioelegy 20 pL térfogath volt, dsszetételét a Phire Plant
Direct PCR Kit és a Phire Plant Direct PCR Master Mix Kit alkalmazasa esetén rendre az
F.1.B ¢és F.1.C tablazatok tartalmazzak. A direkt ITS-PCR profilja az alabbiak szerint
alakult: 5 perc kezdeti denaturacio 98 °C-on, 40 cikluson keresztiil ciklusonként 5 ma-
sodperc denaturaci6 98 °C-on, 5 masodperc annealing 55 °C-on és 20 masodperc extenzid

72 °C-on, a 40 ciklust kdvetden pedig 1 perc végsd extenzio 72 °C-on.

F.1.B tablazat. Direkt ITS-PCR reakcioelegyének Osszetétele a Phire Plant Direct PCR Kit alkalmazasa
esetén.

Osszetevok Osszetevok mennyisége (uL)
milli-Q viz 6,6
Phire Plant PCR puffer (2x)! 10,0
ITS1F primer (10 pM) 1,0
ITS4 primer (10 puM) 1,0
Phire Hot Start II DNS-polimerdz enzim 0,4
templat DNS (Dilution pufferben) 1,0

A milli-Q viz a Lonza (Bazel, Svajc) terméke, mig az 0sszes tobbi Osszetevd, beleértve a templat DNS
kinyerésére szolgalo Dilution puffert is, a Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, USA)) része.

'Benne van a reakcidhoz sziikséges ANTP mix.
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F.1.C tablazat. Direkt ITS-PCR reakcioelegyének 0sszetétele a Phire Plant Direct PCR Master Mix Kit
alkalmazésa esetén.

Osszetevok Osszetevok mennyisége (uL)
milli-Q viz 7,0
Phire Plant PCR puffer (2x)! 10,0
ITSIF primer (10 uM) 1,0
ITS4 primer (10 uM) 1,0
templat DNS (Dilution pufferben) 1,0

A milli-Q viz a Lonza (Bazel, Svajc) terméke, mig az dsszes tobbi Osszetevo, beleértve a templat DNS
kinyerésére szolgalo Dilution puffert is, a Phire Plant Direct PCR Master Mix Kit (Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)) része.

'Benne van a reakciohoz sziikséges ANTP mix, valamint a Phire Hot Start Il DNS-polimeraz enzim is.
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F.2. tablazat. A vizsgalt Flavomyces fulophazii izolatumok és eredetiik, ITS szekvencidik azonositdi.

Berek-Nagy és mtsai (2021) 1. tablazat modositva.

izolatum tovabbi gylijtés helye gazdanovény gylijtés ideje referencia ITS* GenBank
azonosito izolatum/torzs (orszag) (évszak) azonosito
azonosito

HF-1 flavo 01 Magyarorszag Festuca vaginata tavasz Berek-Nagy ¢és mtsai 2021 MW438310
HF-2 flavo 04 Magyarorszag F. vaginata tavasz Berek-Nagy ¢és mtsai 2021 MW438311
HF-3 flavo 05 Magyarorszag F. vaginata tavasz Berek-Nagy ¢és mtsai 2021 MW438312
HF-4 flavo 06 Magyarorszag F. vaginata tavasz Berek-Nagy ¢és mtsai 2021 MW438313
HF-5 flavo 08 Magyarorszag F. vaginata tavasz Berek-Nagy ¢és mtsai 2021 MW438314
HF-6 flavo 09 Magyarorszag F. vaginata tavasz Berek-Nagy ¢és mtsai 2021 MW438315
HF-7 flavo 11 Magyarorszag F. vaginata tavasz Berek-Nagy és mtsai 2021 MW438316
HF-8 flavo 13 Magyarorszag F. vaginata tavasz Berek-Nagy és mtsai 2021 MW438317
HF-9 DSES/143 = CBS 135664 Magyarorszag F. vaginata nyar Knapp és mtsai 2015 KP184000

HF-10 DSES/S = CBS 135761 (T) Magyarorszag F. vaginata nyar Knapp és mtsai 2015 KP184001

MEF-1 MFO03 Mongolia Stipa krylovii 0sz Knapp és mtsai 2019 MNS537657
MEF-2 MF04 Mongolia S. krylovii 0sz Knapp és mtsai 2019 MNS537658
MEF-3 MFO05 Mongolia S. krylovii 0sz Knapp és mtsai 2019 MN537659
MF-4 MF06 Mongolia S. krylovii Osz Knapp és mtsai 2019 MN537660
ME-5 MF07 Mongolia S. krylovii Osz Knapp és mtsai 2019 MNS537661

MF-6 MF08 Mongolia S. krylovii Osz Knapp és mtsai 2019 MN537662
ME-7 MF(09 = DSE8309 Mongolia S. krylovii 0sz Knapp és mtsai 2019 MN537663

2 A sejtmagi riboszomalis DNS (nrDNS) Internal Transcribed Spacer (ITS) régiodja.
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F.3. tablazat. A vizsgalt Darksidea izolatumok és eredetiik, DNS szekvenciaik azonositoi.

faj izolatum torzs gylijtés helye gazdanovény gylijtés ideje referencia GenBank azonosité*
azonosito | azonosito (orszag) (évszak) ITS LSU TEF TUB

\Darksidea alpha IDSE 7 01 CBS 135627 [Magyarorszag \Bromus tectorum Inyar IKnapp és mtsai 2015 KP183966 IKP184005 KP184160 KP184192
DSE 7 04  |CBS 135630 |Magyarorszag IStipa borysthenica nyar Knapp és mtsai 2015 KP183987 IKP184032 KP184162 KP184195
IDSE 7 05 CBS 135631 [Magyarorszag \Festuca vaginata 0sz IKnapp és mtsai 2015 KP183968 IKP184033 KP184180 KP184196
DSE 7 06  |CBS 135632 |Magyarorszag \Fe. vaginata 6sz Knapp és mtsai 2015 KP183969 IKP184034 KP184181 KP184197
DSE 7 15 CBS 135641 |Magyarorszag Wilanthus altissima nyar Knapp és mtsai 2015 KP183970 IKP184037 KP184163 KP184205
DSE 7 16  |CBS 135642 |Magyarorszag \Fe. vaginata nyar Knapp és mtsai 2015 KP183967 IKP184026 KP184182 KP184206
DSE 7 17 |CBS 135643 |Magyarorszag \St. borysthenica tavasz Knapp és mtsai 2015 KP183988 IKP184022 KP184171 KP184207
IDSE 7 19 CBS 135645 [Magyarorszag ISt. borysthenica tavasz IKnapp és mtsai 2015 KP183990 IKP184036 KP184172 KP184209
DSE 7 20  |CBS 135646 |Magyarorszag \Fe. vaginata nyar Knapp és mtsai 2015 KP183994 IKP184015 KP184164 KP184210
IDSE 7 24 CBS 135650 [Magyarorszag \Fe. vaginata Inyar IKnapp és mtsai 2015 KP183998 IKP184019 KP184166 KP184214
DSE 7 26  |CBS 135652 |Magyarorszag \Fe. vaginata nyar Knapp és mtsai 2015 KP183992 IKP184020 KP184168 KP184216
DSE 7 27 CBS 135653 Magyarorszag [Fe. vaginata nyar Knapp és mtsai 2015 KP183995 IKP184021 KP184169 KP184217
IDSE 7 28 CBS 135654 Magyarorszag [Fe. vaginata nyar Knapp és mtsai 2015 KP183972 IKP184010 KP184176 KP184218
DSE 7 30  |CBS 135656 |Magyarorszag \Fe. vaginata nyar Knapp és mtsai 2015 KP183971 IKP184007 KP184178 KP184220
ID Fest 3 IMagyarorszag \Fe. vaginata Inyar - (OR242577 IOR242524 - -
DS 38 Egyesiilt Allamok  4ndropogon gerardii nyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808738  |[MT002071  MT321323  [MN982905
DS 49 Egyesiilt Allamok  |Bouteloua dactyloides nyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808785  |MT002072  MT321324  [MN982906
DS 138 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis Inyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808327  |OR242525 - -
DS 145 [Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis Inyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808377  |OR242526 - -
DS 151 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis nyar Romero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808405  |OR242527 |- -
DS 154 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis Inyar IRomero-Jiménez €s mtsai 2022 [MK808429  MT002073  [MT321325  |MN982907
DS 192 Egyesiilt Allamok  [Bo. dactyloides nyar Romero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808578  [MT002074  [MT321326  |[MN982908
DS 195 Egyesiilt Allamok  |Bo. dactyloides Inyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808581  MT002077  [MT321328  |MN982911
DS 200 [Egyesiilt Allamok  |Bo. dactyloides Inyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808586  |OR242528 - -
DS 213 Egyesiilt Allamok  [Bo. dactyloides nyar Romero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808596  |[OR242529 |- -
DS 219 Egyesiilt Allamok  |Bo. dactyloides Inyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808599  |OR242530 - -
DS 227 Egyesiilt Allamok  |Bo. dactyloides nyar IRomero-Jiménez ¢és mtsai 2022 [MK808605  |OR242531 - -
DS 237 Egyesiilt Allamok  |Bo. dactyloides Inyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808614  |OR242532 - -
DS 242 Egyesiilt Allamok  [Bo. dactyloides nyar Romero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808619  |[OR242533 |- -
DS 244 Egyesiilt Allamok  [Bo. dactyloides nyar Romero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808621  |[OR242534 |- -
DS 296 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis Inyar IRomero-Jiménez €s mtsai 2022 [MK808668  MT002081 IMT321332 [MN982915
DS 297 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis nyar Romero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808669  |[OR242535 |- -
DS 301 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis Inyar IRomero-Jiménez €s mtsai 2022 [MK808673  |OR242536 - -
DS 305 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis nyar Romero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808677  |[OR242537 |- -
DS 306 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis Inyar IRomero-Jiménez €s mtsai 2022 [MK808678  |OR242538 - -
DS 307 [Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis Inyar IRomero-Jiménez €s mtsai 2022 [MK808679  |OR242539 - -
DS 308 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis nyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808680  |[MT002082  MT321333  [MN982916
DS 312 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis Inyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808683  |OR242540 - -
DS 317 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis nyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808687  |OR242541 - -
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DS 319 Egyesiilt Allamok  |Bo. eriopoda nyér IRomero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808689  MT002084  MT321334  |[MN982918

DS 330 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis nyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808700  |OR242542 - -

DS 351 Egyesiilt Allamok  |Bo. eriopoda nyér Romero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808721  |OR242543 - o

DS 355 Egyesiilt Allamok  |Bo. eriopoda nyér Romero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808724  |OR242544 - o

DS 356 Egyesiilt Allamok  |Bo. eriopoda nyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808725  [MT002085 |- IMN982919

DS 362 Egyesiilt Allamok  |Bo. eriopoda nyér Romero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808730  |OR242545 - o

DS 428 CBS 148436 [Egyesiilt Allamok  |Bo. eriopoda nyar Romero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808749  [MT002086  [MT321335  |OR233655

DS 429 CBS 148437 |Egyesiilt Allamok  |Bo. eriopoda nyér IRomero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808750  |OR242546 - o

DS 439 Egyesiilt Allamok  |Bo. eriopoda nyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808760  |OR242547 - -

DS 1164 [Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis nyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808154  |OR242548 - -

DS 1324 CBS 148438 |[Egyesiilt Allamok  |Bo. eriopoda nyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808281  |OR242549 |- -

KG 37 Kazahsztan Triticum aestivum 0sz - (OR242578 I(OR242550 IOR250670 -

KG 91 IKazahsztan T. aestivum 6sz - OR242579  |OR242551 (OR250671 -

KG 235 Kazahsztan \St. capillata 6sz - OR242580  |OR242552  |OR250672 |-

MD 06 Mongolia \St. krylovii 6sz Knapp és mtsai 2019 IMN537590  [MNS515231  [MNS535231 |-

MD 07 Mongolia \St. krylovii 6sz IKnapp és mtsai 2019 IMN537591  [MIN515232  [MNS535232 |-

MD 24 Mongolia \St. krylovii 6sz Knapp és mtsai 2019 IMN537608  [MNS515241  |[MNS535240  |OR233637

IMD 29 IMongolia ISt. krylovii 0z IKnapp és mtsai 2019 IMN537613  [MNS515244  [MN535242 |-

P2969 IDSM 110856 |[Németorszag Microthlaspi perfoliatum __ftavasz Glynou és mtsai 2016 KT270165 (OR242553  |OR250673  |OR233638

IP6013 IDSM 110854 |[Németorszag M. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT270207 IOR242554 IOR250674 -

IP6097 IDSM 110860 [Németorszag M. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT270290 IOR242555 IOR250675 -

TU 30 IMongdlia \ISt. krylovii 0sz IKnapp és mtsai 2019 IMN537693  [MNS515272  [MN535269 |-
D. beta IDSE 7 11 CBS 135637 |Magyarorszag [Fe. vaginata nyar Knapp és mtsai 2015 KP183978 IKP184023 KP184189 KP184201
\D. gamma IDSE 7 07 CBS 135633 |Magyarorszag \Fe. vaginata Inyar IKnapp és mtsai 2015 KP183984 IKP184031 KP184187 KP184198

IDSE 7 08 CBS 135634 Magyarorszag [Fe. vaginata nyar Knapp és mtsai 2015 KP183985 IKP184028 KP184188 KP184199
D. delta DSE 7 03 |CBS 135629 |Magyarorszag [Fe. vaginata nyar Knapp és mtsai 2015 KP183980 IKP184006 KP184183 KP184194

DSE 7 13 CBS 135639 |[Magyarorszag \Fumana procumbens Inyar IKnapp és mtsai 2015 KP183982 IKP184027 IKP184185 IKP184203

KG 409 IKazahsztan T. aestivum 6sz - (OR242581 IOR242556  |OR250676 -

KG 537 IKazahsztan \Hordeum leporinum 4 - (OR242582 IOR242557 IOR250677 -

P1314 IDSM 110832 |Spanyolorszag M. perfoliatum tavasz (Glynou és mtsai 2016 KT268609  |OR242558  |OR250678  |OR233639

P2754 IDSM 110847 |Gorogorszag M. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT269954  |OR242559  |OR250679  |OR233640
D. epsilon IDSE 7 32 CBS 135658 |Magyarorszag \S. borysthenica nyar Knapp és mtsai 2015 KP183983 IKP184029 KP184186 KP184222

P2393 IDSM 110846 |[France M. perfoliatum tavasz (Glynou és mtsai 2016 KT269627  |OR242560  |OR250680  |OR233641

P2394 IDSM 110845 [France M. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT269628  |OR242561 IOR250681 OR233642

P2499 IDSM 110842 [Spanyolorszag M. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT269728  |OR242562  |OR250682  |OR233643

P2872 IDSM 110844 [Németorszag M. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT270069  |OR242563  |OR250683  |OR233644

IP2990 IDSM 110839 [Németorszag M. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT270185 IOR242564  |OR250684  |OR233645
ID. zeta DSE 7 14 CBS 135640 [Magyarorszag \Fe. vaginata Inyar IKnapp és mtsai 2015 KP183979 IKP184013 KP184191 KP184204

DS 361 [Egyesiilt Allamok  |Bo. eriopoda Inyar IRomero-Jiménez €s mtsai 2022 [MK808729  |OR242576 - (OR233654

DS 1424 Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis nyar Romero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808358  [MT002091 | IMN982924

MD 63 IMongdlia \ISt. krylovii 0sz IKnapp és mtsai 2019 IMN537646  [MNS515257  [MN535255 |-

MD_64 Mongolia \St. krylovii Gsz Knapp és mtsai 2019 IMN537647  [MN515258  [MN535256 |

TU 33 IMongdlia ISt. krylovii 0sz IKnapp és mtsai 2019 IMNS537696  [IMN515274  [MN535271 |-
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TU 38 Mongdlia \St. krylovii 6sz IKnapp és mtsai 2019 IMN537701  [MNS515276  [MNS535273 |-
TU 39 Mongolia \St. krylovii 6sz IKnapp és mtsai 2019 IMNS537702  [MNS515277  [MNS535274 |-
ID. eta nom. prov.  [DS 232 CBS 148433 |[Egyesiilt Allamok  |Bo. dactyloides nyér Romero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808610  |OR242565 IOR250685 -
DS 246 CBS 148434 [Egyesiilt Allamok  |Bo. dactyloides Inyar IRomero-Jiménez €s mtsai 2022 [MK808623  MT002080 IMT321331 IMN982914
MD 61 Mongolia \St. krylovii 6sz IKnapp és mtsai 2019 IMN537644  [MNS515255  [MNS535253 |-
TU 57 CBS 148423 Mongoélia \St. krylovii 6sz IKnapp és mtsai 2019 IMN537718  [MN515286  |[MNS535284 |-
TU_58 Mongolia \St. krylovii 6sz IKnapp és mtsai 2019 IMNS537719  [MNS515287  [MNS535285 |-
ID. theta nom. prov. [DS 318 CBS 148435 |[Egyesiilt Allamok  |Bo. eriopoda nyér Romero-Jiménez és mtsai 2022  [MK808688  |[MT002083  |OR250694 IMNO982917
DS 916 CBS 148432 [Egyesiilt Allamok  |Bo. dactyloides nyar Romero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808998  MT002088  [MT321336  [MN982921
ID. iota nom. prov. [MD_65 Mongolia \St. krylovii 6sz Knapp és mtsai 2019 IMN537648  |OR242566  |OR250686  |OR233646
P2491 IDSM 110836 [Spanyolorszag M. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT269720 (OR242567  |OR250687 (OR233647
\D. kappa nom. prov. |P2519 IDSM 110852 [Spanyolorszag WM. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT269748  |OR242568  |OR250688  |OR233648
SP_55 CBS 148426 |Spanyolorszag \Fe. rubra subsp. pruinosa__|nyar - OR242583 (OR242569  |OR250689 (OR233649
\D. lambda nom. P2988 IDSM 110851 [Németorszag WM. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT270184  |OR242570  |OR250690  |OR233650
rov.
\D. phi DS 193 Egyesiilt Allamok  |Bo. dactyloides nyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MKS808579  MT002075  MT321327  [MN982909
DS 194 CBS 148427 [Egyesiilt Allamok  |Bo. dactyloides nyar Romero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808580  [MT002076 |- IMN982910
DS 211 Egyesiilt Allamok  |Bo. dactyloides nyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808594  [MT002078 |- IMNO982912
DS 697 CBS 148431 |Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis nyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 |OR242584  |OR242572 - -
DS 919 CBS 148429 [Egyesiilt Allamok  |Bo. dactyloides nyar Romero-Jiménez és mtsai 2022 [MK809001  MT002089  MT321337  |[MN982922
DS 925 CBS 148430 [Egyesiilt Allamok  |[Schizachyrium scoparium |nyar IRomero-Jiménez ¢s mtsai 2022  |OR242585 IOR242573 - -
DS 1626 CBS 148428 |Egyesiilt Allamok  |Bo. gracilis Inyar IRomero-Jiménez és mtsai 2022 [MK808491  MT002092 |- IMN982925
\D. omega nom. prov. [P1376 IDSM 110838 [Spanyolorszag M. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT268671 (OR242571 (OR250691 (OR233651
\Darksidea sp. P1774 IDSM 110834 [Bulgéria M. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT269046  |OR242574  |OR250692  |OR233652
\Darksidea sp. P1825 IDSM 110835 [Bulgéria M. perfoliatum tavasz Glynou és mtsai 2016 KT269097 (OR242575 IOR250693 (OR233653

2 A sejtmagi riboszomalis DNS (nrDNS) Internal Transcribed Spacer (ITS) régidja, a részleges 28S nrDNS (LSU), a transzlaciés elongacios faktor 1-a gén (TEF-a), valamint

a B-tubulin gén (STUB) szekvencidinak azonositoi.
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F.4. tablazat. Csiperketermesztésre szolgaldo komposzt eldallitadsa soran mintatipusonként és gyartasi soronként izolalt endofiton gombak.

izolatumok szdma és rendszertani besorolasa gyartasi soronként (S1-S6) és mintatipusonként

mintak s1 52 S3 54 S5 S6
- rend nemzetség sz. | rend nemzetség sz. | rend nemzetség sz. |rend| nemzetség | sz. [rend| nemzetség | sz. [rend| nemzetség | sz.
- Pl |Alternaria 1 | Eu |4spergillus 1 | Eu |Aspergillus 2
§ Hy |Fusarium 4 | Eu |Penicillium 2 | Hy |Fusarium 1
= | 4B Hy |Trichoderma 2 Hy |Trichoderma 1 fel nem dolgozott minta fel nem dolgozott minta hidanyz6 minta
'?50 Po |Phanerochaete 1
g Mu |Lichtheimia 2
g Pl |Alternaria 1 | Eu |Penicillium | 1 | Eu |Penicillium 1
E aA Eu Asperglllus L Ag |Hormographiella ! hianyz6 minta hianyz6 minta hianyz6 minta
2 Hy |Fusarium 1 : ’ :
tg Hy |Trichoderma 2
f Eu |Penicillium 1
é aR nincs izolatum Hy |Trichoderma 4 hianyz6 minta hianyz6 minta hidnyz6 minta hidnyz6 minta
i At_|Athelia 1
. LGCsT nincs izolatum Eu |Aspergillus 1 nincs izolatum fel nem dolgozott minta fel nem dolgozott minta hidanyz6 minta
§ Do |Aureobasidium 1 Eu |Penicillium 1 Sa |Galactomyces 1 Eu |Aspergillus 1
5 Pl |Alternaria 2 Sa |Galactomyces 1 So |Chaetomium s.. 2 So |Corynascus 1
f‘é Eu |Aspergillus 2 | Hy |Fusarium 4 | Xy |Nigrospora 1 Mu |Rhizopus 2
g LT Hy |Trichoderma 1 | Mu |Lichtheimia 3 nincs izolatum fel nem dolgozott minta
gﬁ So |Triangularia 1 | Mu |Rhizopus 1
s Mu [Mucor 2
- Mu (Rhizopus 1
Eu |Aspergillus 3 | Eu |4spergillus 1 Eu |Aspergillus 12 | Eu |Aspergillus 2 | Eu |4spergillus 7 | Mu |Mucor | 1
?"3 BT Hy |Trichoderma 1 | Eu |Penicillium 3 | Eu |Penicillium 2 | So |Chaetomium s.l. 2 | Eu |Penicillium 3
= Mu |Lichtheimia 1 | Hy |Trichoderma 3 | So |Chaetomium s.l. 1 So |Corynascus 1 | Hy |Fusarium 2
«E § Mu |Mucor 2 Mu |Lichtheimia 3 | Mu |Lichtheimia 3 | Mu |Lichtheimia 2
é% Eu |Aspergillus 3 | Eu |4spergillus 1 Ca |Cladosporium 3 | Eu |Aspergillus 4 | Eu |Aspergillus | 1
g ARI Eu |Penicillium 1 Sa |Galactomyces 1 nincs izolétum Pl |Alternaria 1 | Mu |Lichtheimia 2
4 Mu |Mucor 1 So |Chaetomium s.l. 1 Pl |Epicoccum 1 | Mu [Mucor 5
Ve |Ochroconis 1
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Hy |Fusarium 3
Mu |Rhizopus 1
Ca |Cladosporium 1 | Eu |Penicillium | 2 | Eu |Aspergillus 4
AR2 nincs izolatum nincs izolatum nincs izoldtum Hy Fusarmm - ! Mu |Lichtheimia 2
Mi |Scopulariopsis 1
Mu |Rhizomucor 1
Eu |Penicillium 1 Ca |Cladosporium 1 | Eu |4spergillus 2
KSz | Sa |Galactomyces 1 nincs izolatum Eu |4spergillus 1 So |Mycothermus 3 nincs izolatum nincs izolatum
So |Mycothermus 3
AT Eu |Aspergillus | 1 | So |Mycothermus | 6 | Pl |Alternaria 1 fel nem dolgozott minta So |Mycothermus | 4 nines izol4tum
So |Mycothermus 6 -
KT pncsecl So |My COU e | ! el hianyz6 minta fel nem dolgozott minta 50 /l5parallig L
(csiperke tenyészetein tal) (csiperke tenyészetein tal) (csiperke tenyészetein tal) ’ = Eu |Penicillium 9

sz.: izolatumok szama (a Mycothermus izolatumok szama S2-AT, S3-AT és S5-AT minték, valamint a Penicillium izolatumok szama S6-KT minta esetében joval magasabb lenne, ha a taptalajra helyezett
novényi részekbol ndvekedésnek indult Gsszes tenyészetiiket izolaltuk volna).

Penicillium izolatumok alatt, pusztan a sejtmagi riboszomalis DNS (nrDNS) ITS szekvencidja alapjan egyértelmiien meg nem hatarozhatd Penicillium vagy Talaromyces izolatumok értendok.
Mintatipusok: azott blizaszalma (4B), azott arpaszalma (4A), azott repceszalma (4R), (szalmas) csirketragya (CsT), (szalmas) 16tragya (LT), bunkertoltés (BT), elsé atrakas (AR1), méasodik atrakas (AR2),
kiszedés (KSz), attarolas (AT) és kitarolas (KT).

A technologiai vizben azott névényi alapanyagokbol szarmazo izolatumok kék, mig az elsd, masodik és harmadik fazisti komposztmintakbol szarmazo izolatumok rendre zold, piros és sarga hattérszinnel
vannak jelolve.

Izolatumok reprezentalta rendek: Agaricales (Ag), Atheliales (At), Capnodiales (Ca), Dothideales (Do), Eurotiales (Eu), Hypocreales (Hy), Microascales (Mi), Mucorales (Mu), Pleosporales (P1), Polyporales
(Po), Saccharomycetales (Sa), Sordariales (So), Venturiales (Ve), Xylariales (Xy).
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F.5. tablazat. Flavomyces fulophazii tenyészetekben azonositott tetrdmsav tipusu vegyiiletek (1-5) protonalt molekulaibol keletkezd fragmentum ionok relativ intenzitasai.
Berek-Nagy és mtsai (2021) S1. tablazat modositva.

vegyiilet CID

sorszima A szerkezetiikkel (sz)* és tomeg/toltés (m/z) értékiikkel megadott jellegzetes ionok relativ intenzitasai (%)™ ©

&s neve (eV) a kiilonbozo titkozési energiak fliggvényében
= sz— [M+H]" [M+H-H,O]"* [M+H-a]" [M+H-C,H40,]" [M+H-a-H,O]" [M+H-C;H40,-HCN]*
% § m/z— 252.09 234.08 208.06 192.07 190.05 165.05
-53 10 70.3 16.0 100.0 8.0 8.3 2.0
= § 20 45 11.4 84.0 36.4 100.0 65.1
> 30 - - 6.8 6.2 31.0 100.0
- sz— [M+H]" [M+H-H.O]' [M+H-a]’ [M+H-H,O-HCN]* [M+H-a-HCN]*
& § m/z— 236.09 218.08 192.07 191.07 165.05
~ g Té 10 51.5 4.0 100.0 - 16.5
EE 20 0.8 7.7 36.7 6.8 100.0
~ 30 - 1.0 - 9.2 100.0
- sz— [M+H]* [M+H-a]" [M+H-a-HCN]*
N m/z— 234.08 192.07 165.05
o g T 10 100.0 43.2 15.3
E 20 134 44 100.0
” 30 - 4.7 100.0
- sz— [M+H]* [M+H-CH:;OH]" [M+H-a]" [M+H-CH;OH-HCN]"* [M+H-a-HCN]*
- § m/z— 250.11 218.08 192.07 191.07 165.05
+£% 10 100.0 11.7 30.7 - 3.1
g § 20 14.6 63.4 99.0 22.8 100.0
” 30 - 6.6 7.3 30.1 100.0
- sz— [M+H]* [M+H-HCN]*
§ m/z— 218.08 191.07
nwg 10 100.0 21.4
E 20 18.7 100.0
- 30 - 100.0

2 Az ionok szerkezete esetében az ,,a” betli a lancvégi, hidroxil- (10.B, C abrak), oxo- (10.D abra) vagy metoxilcsoport (10.E abra) szubsztitualta C12-C13 etilcsoport kilépé-

sére utal.

® A legnagyobb intenzitasu (100%) ionhoz viszonyitva.
¢ Az ionintenzitasok meghatarozasara az F.5. abran lathato HR-MS/MS spektrumok szolgaltak.
CID (collision induced dissociation energy): iitkdzési energia (10, 20, 30 eV).
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F.6. tablazat. Flavomyces fulophazii tenyészetekben azonositott azafilon tipusu, karboxilcsoportot nem tartalmazoé vegyiiletek (8-10, 12) protonalt molekuléibdl keletkezd fragmentum ionok

relativ intenzitasai. Berek-Nagy és mtsai (2021) S2. tdblazat médositva.

vegyitilet
sorszama CID

A szerkezetiikkel (sz)* és tdmeg/toltés (m/z) értékiikkel megadott jellegzetes ionok relativ intenzitasai (%)™ ©

és neve (eV) a kiilonbozo titkdzési energiak fliiggvényében
sz— [M+H]" [M+H-b]" [M+H-a]* [M+H-a-b]" [M+H-a-c]" [M+H-a-d]" [M+H-a-c-f]* [gtH]" [g+H-CHCIO]*
g m/z—  296.10 281.08 252.08 237.06 223.04 209.02 208.02 180.02 116.05
i ﬁ < 15 100.0 4.4 9.1 2.4 14 2.2 - - -
e 30 80.2 28.9 100.0 89.3 31.0 79.1 0.92 3.6 -
= 45 - - 7.3 100.0 33.1 97.5 12.8 81.0 -
75 - - - - - 2.1 1.5 100.0 24.5
sz— [MtH]" [M+H-b]’ [M+H-c]" [M+H-d]' [M+H-c-f]' [gtH]" [g+H-CHCIO]"
g m/z— 252.08 237.06 223.04 209.02 208.02  180.02 116.05
= 15 100.0 6.3 0.8 - - 0.7 -
< Mm
e 30 15.8 100.0 15.4 0.86 3.0 19.1 -
= 45 - 7.8 2.6 0.81 2.7 100.0 14
75 - - - - - 100.0 97.9
sz— [M+H]" [M+H-b]* [M+H-a]" [M+H-a-b]* [M+H-a-c]" [M+H-a-d]* [M+H-a-e]* [g+H]" [g+H-CHCIO]*
g m/z— 310.12 295.10 266.09 251.07 237.05 223.04 209.02 180.02 116.05
= :2 O 15 100.0 1.4 0.96 - 0.3 04 - - -
e 30 79.9 59.2 53.3 473 21.3 100.0 - 0.9 -
= 45 - 2.2 4.7 29.0 17.9 100.0 0.9 25.1 -
75 - - - - - - - 85.6 19.2
sz— [M+tH]" [M+H-b]" [M+H-c]" [M+H-c-f]' [gtH]" [g+H-CHCIO]"
g m/z— 253.06 238.04 224.02 209.00 181.00 117.03
~ _704 15 100.0 2.6 1.3 0.2 - -
— A 30 59.2 100.0 83.1 32.8 16.0 1.3
e . . . . . .
= 45 - 1.9 52 524 100.0 26.7
75 - - - - - 47.0

2 Az ,,a”—,,g” betlikkel jelolt fragmentumok a 12. abrén lathat6 fragmentumoknak felelnek meg.

b A legnagyobb intenzitast (100%) ionhoz viszonyitva.

¢ Az ionintenzitasok meghatarozasara az F.6.C, C’, D, D’, E, E’, G, G’ dbrakon lathatd6 HR-MS/MS spektrumok szolgaltak.
CID (collision induced dissociation energy): iitkozési energia (15, 30, 45, 75 eV).

168



F.7. tablazat. Flavomyces fulophazii tenyészetekben azonositott azafilon tipusu, karboxilcsoportot tartalmazo vegyiiletek (6, 7, 11) protonalt molekuldibdl keletkez6 fragmen-
tum ionok relativ intenzitasai. Berek-Nagy és mtsai (2021) S3. tdblazat modositva.

::r%}zr;ﬁ; CID A szerkezetiikkel (sz)* és tdmeg/toltés (m/z) értékiikkel megadott jellegzetes ionok relativ intenzitasai (%)™ ©
és neve (eV) a kiilonbozo itkdzési energiak fliiggvényében
. [M+H- [M+H- [M+H-CO,- [M+H-CO»- . [M+H-CO,- [M+H- [M+H- [M-+H- . [gtH-
- sz= IMFHT cpor cmos molr mo-b) IMFHRL Tho g Tab aelt a-d] EHI oy
5 m/z— 340.09 310.08 292.07 278.09 263.07 252.08 249.06  237.06 223.04 209.02 180.02 116.05
) % mo15 100.0 4.1 60.0 1.4 - - - - - - - -
é 30 71.6 1000 21.2 100.0 25.4 23.5 8.8 722 39.8 18.5 0.9 -
45 - 2.9 - 18.4 56.6 14.8 61.7 100.0 84.8 74.1 48.8 -
75 - - - - - - - - - 2.6 100.0 11.3
. [M+H- [M+H-  [M+H- . [M+H-b-h- [M+H-b-h- [M+H- [M+H- [M+H- [M+H-c-h- [M+H- . [gtH-
_ sz [MFHD 2o S cmonyr IMPHChlT U001 HCOOH] beh-al* c-heal” coh-a-f]® a-f-COTF  ad] BT cHClO
5 m/z— 340.09 325.07 310.05 308.07 296.03 282.05 264.04  252.04 238.03 223.00 195.01 209.02 180.02 116.05
~ 35 ~ 15 100.0  0.30 0.21 0.31 - - 0.20 - 0.52 - - - - -
é 30 100.0 374 6.0 12.5 34 6.9 17.8 3.6 76.5 1.00 - - - -
45 1.2 2.7 2.3 1.9 4.3 3.9 39.8 17.8  100.0 452 5.4 5.0 1.9 -
75 - - - - - - - - 1.6 40.5 100.0 10.1 26.7 21.7
5 m/z— 352.13 252.08 237.06 223.04 209.02 180.02 116.05
2o 15 100.0 5.1 - - - - -
é 30 29.5 100.0 19.4 3.4 2.3 0.50 -
45 - 20.0 100.0 12.2 7.8 13.3 -
75 - - 1.8 1.0 2.7 100.0 5.8

2 Az ,,a"—,i” betiikkel jelolt fragmentumok a 12. dbran lathato fragmentumoknak felelnek meg.

b A legnagyobb intenzitdst (100%) ionhoz viszonyitva.

¢ Az ionintenzitasok meghatarozasara az F.6.A, A’, B, B’, F, F’ abrakon lathato HR-MS/MS spektrumok szolgaltak.
CID (collision induced dissociation energy): {itk6zési energia (15, 30, 45, 75 eV).
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F.8. tablazat. A Flavomyces fulophazii izolatumok tenyészeteinek HPLC-MS modszerrel meghatarozott dsszetétele. Berek-Nagy és mtsai (2021) S4. tablazat modositva.

F. fulophazii tenyészetekben azonositott vegyiiletek

tetramsav tipusu vegyiiletek

azafilon tipust vegyiiletek

F. fulophazii 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
tenyészetek® dihidroxi- | hidroxi- 0X0- metoxi- [vermelhotin| flavoklorin | flavoklorin | flavoklorin | flavoklorin | flavoklorin | flavoklorin | flavoklorin
vermelhotin|vermelhotinjvermelhotin|vermelhotin E F A B C G D
vegyiiletek mennyisége a tenyészetekben (mg/g)®
A 0,025 0,24 0,028 0,029 0,88 0,094 0,019 3,09 0,060 0,17 0,053 0,26
HF-1 B BLD BLQ BLD BLD 0,00056 0,0060 0,018 0,16 0,0041 0,0065 0,0012 0,042
C BLD BLQ BLD BLD BLD 0,011 0,019 0,30 0,0081 0,0091 0,0014 0,064
A 0,052 0,66 0,097 0,088 2,83 0,023 0,025 0,70 0,017 0,032 0,010 0,17
HF-2 B 0,027 0,62 0,073 0,070 2,98 0,011 0,030 0,50 0,0089 0,013 0,0023 0,088
C 0,0091 0,64 0,038 0,065 2,92 0,0045 0,020 0,13 0,0030 0,0019 0,0090 0,025
A 0,24 1,40 0,74 0,28 6,56 0,070 0,057 2,23 0,043 0,068 0,105 0,37
HF-3 B 0,0043 0,28 0,019 0,058 1,45 0,0048 0,033 0,17 0,0046 0,0029 0,011 0,090
C 0,26 1,58 0,89 0,31 7,83 0,063 0,064 2,05 0,047 0,073 0,092 0,34
A 0,010 0,31 0,020 0,033 1,33 0,026 0,041 0,88 0,062 0,011 0,013 0,45
HF-4 B 0,0029 0,45 0,0074 0,057 2,12 0,011 0,045 0,22 0,0072 0,0053 0,0052 0,049
C 0,011 0,39 0,019 0,048 1,75 0,026 0,055 0,85 0,046 0,016 0,013 0,41
A 0,011 0,35 0,033 0,050 2,088 0,0064 0,042 0,42 0,021 0,0083 0,0015 0,35
HF-5 B 0,0086 0,25 0,028 0,039 1,94 0,012 0,047 0,86 0,038 0,022 0,0018 0,59
C 0,016 0,35 0,052 0,069 2,70 0,012 0,043 0,73 0,038 0,019 0,0028 0,51
A BLD 0,00020 |BLD BLD 0,0020 0,013 0,051 0,42 0,018 0,022 0,0033 0,71
HF-6 B BLD BLD BLD BLD 0,00097 0,0089 0,051 0,17 0,010 0,015 0,0015 0,29
C BLD BLD BLD BLD 0,0010 0,022 0,047 0,80 0,032 0,042 0,0050 1,10
A 0,020 0,35 0,031 0,043 1,34 0,035 0,037 0,98 0,042 0,12 0,048 0,15
HF-7 B 0,010 0,14 0,033 0,018 0,89 0,010 0,066 0,32 0,015 0,046 0,0031 0,20
C 0,020 0,15 0,040 0,015 0,64 0,025 0,063 0,67 0,027 0,059 0,0058 0,27
A IBLD 0,00025 BLD BLD 0,00095 0,0061 0,021 0,37 0,010 0,020 0,0011 0,14
HF-8 B 0,0018 0,038 0,0015 0,015 0,27 0,043 0,022 1,70 0,064 0,24 0,0017 0,36
C IBLD BLD BLD BLD 0,00045 0,0032 0,017 0,21 0,0042 0,012 0,00082 0,039
A IBLD BLD BLD BLD 0,00060 0,019 0,032 0,98 0,020 0,014 0,0039 0,47
HF-9 B IBLD BLD BLD BLD 0,00046 0,070 0,027 21 0,059 0,064 0,038 0,64
C IBLD BLD BLD BLD 0,00024 0,0024 0,011 0,078 0,0090 0,0010 0,0010 0,11
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A BLD 0,00027 | BLD BLD 0,0011 0,0056 0,015 0,15 0,0080 0,0057 0,0013 0,093
HF-10 B BLD BLQ BLD BLD 0,00054 10,0028 0,013 0,066 0,0016 0,0045 0,00061 0,015
C BLD BLD BLD BLD 0,00030 10,036 0,037 1,048 0,027 0,040 0,0072 0,33
A BLD 0,0018 0,00039  |0,0011 0,020 0,041 0,083 0,98 0,041 0,025 0,0053 0,46
MF-1 B BLD 0,00085 0,00027  0,00048 0,011 0,033 0,081 0,80 0,035 0,021 0,0034 0,46
C BLD BLQ BLD BLQ 0,0020 0,017 0,065 0,30 0,020 0,0081 0,0011 0,23
A 0,00036 10,0098 0,00082  |0,0024 0,053 0,020 0,075 0,55 0,018 0,0055 0,0013 0,27
MF-2 B 0,011 0,25 0,035 0,16 2,10 0,079 0,10 1,61 0,082 0,026 0,032 0,60
C 0,00098 0,045 0,0031 0,017 0,30 0,0095 0,031 0,14 0,0088 0,0023 0,0015 0,089
A 0,0021 0,20 0,0057 0,048 0,69 0,019 0,030 0,19 0,010 0,0032 0,0038 0,062
MF-3 B 0,053 0,73 0,12 0,15 2,42 0,14 0,064 ,20 0,19 0,11 0,084 0,76
C 0,0044 0,21 0,013 0,043 0,82 0,019 0,046 0,29 0,016 0,0057 0,0026 0,16
A 0,0010 0,039 0,0019 0,0087 0,17 0,017 0,046 0,33 0,018 0,0084 0,0016 0,23
MF-4 B BLD 0,0027 BLD 0,00058 0,0085 0,0092 0,015 0,055 0,0046 0,0020 0,0012 0,016
C 0,00028 0,012 0,00064 10,0030 0,057 0,013 0,047 0,22 0,012 0,0064 0,0014 0,12
A 0,0030 0,13 0,0067 0,021 0,46 0,023 0,076 0,62 0,022 0,0068 0,0028 0,26
MF-5 B 0,0080 0,19 0,021 0,032 0,82 0,060 0,089 1,49 0,041 0,019 0,0085 0,38
C 0,0054 0,15 0,012 0,025 0,54 0,032 0,085 0,72 0,033 0,010 0,0055 0,38
A BLD 0,0011 BLD 0,00032  |0,0038 0,015 0,020 0,083 0,0071 0,0014 0,0017 0,020
MF-6 B 0,0033 0,083 0,0074 0,014 0,33 0,066 0,079 1,59 0,066 0,049 0,012 0,60
C BLQ 0,0079 0,00034 10,0026 0,045 0,010 0,038 0,13 0,0085 0,0030 0,0011 0,077
A 0,048 1,42 0,22 0,16 7,12 0,017 0,0093 0,74 0,045 0,080 0,017 0,42
MEF-7 B 0,0028 0,74 0,019 0,13 4,19 0,0019 0,0047 0,048 0,0025 0,0038 0,0012 0,060
C 0,0038 0,91 0,021 0,15 5,24 0,0032 0,0067 0,085 0,0036 0,0060 0,0016 0,11

2 F. fulophazii magyarorszagi (HF-1-HF-10) és mongoliai (MF-1-MF-7) izolatumainak harom parhuzamos tenyészete (A—C).
b Vegyiiletek mennyisége a teljes, micéliumbol és taptalajbol allo, liofilizalt tenyészetekben.
A vegyiiletek izolalasara az azokat viszonylag nagy mennyiségben (hattérszinnel jelolve) tartalmazé tenyészeteket hasznaltuk fel.

BLD (below limit of detection): kimutatasi hatar alatt (vermelhotin: 0,000067 mg/g, hidroxi-vermelhotin: 0,000072 mg/g).
BLQ (below limit of quantitation): mennyiségi meghatarozhatdsag hatara alatt (vermelhotin: 0,00022 mg/g, hidroxi-vermelhotin: 0,00024 mg/g).
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PDA ) MEA PDA MEA

F.1. abra. A jelen munkaink keretében azonositott hat, a tudomanyra 0j Darksidea faj tiz reprezentativ
izolatumanak PDA (potato dextrose agar) és MEA (malt extract agar) taptalajon, harom hétig, szobahémér-
sékleten és sotétben nevelt tenyészetei. A—D: D. eta nom. prov., E-H: D. theta nom. prov., I-L: D. iota
nom. prov., M=P: D. kappa nom. prov., Q—R: D. lambda nom. prov., S-T: D. omega nom. prov.

Fotok: Knapp G. Daniel.
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F.2. abra. A jelen munkaink keretében azonositott, a tudomanyra 0j Darksidea eta nom. prov. és D. theta
nom. prov. izolatumainak mikromorfologiaja PDA (potato dextrose agar) taptalajon. A—F: D. eta nom. prov.
DS232 izolatumanak attetsz6 (hialin) és pigmentalt, rendszerint durva felszini hifai valadékcseppekkel (A)
¢és harmas elagazasokkal (,,trichotomic branches”) (B=F). G-1: D. eta nom. prov. TU57 izolatumanak at-
tetsz6 hifai valadékcseppekkel (G). J-L: D. theta nom. prov. DS318 izolatumanak altalaban pigmentalt és
durva felszinti, gondorodo hifai gyakran el6fordulo hifahurkokkal (,,iyphal loops™) (J, K). M, N: D. theta
nom. prov. DS916 izolatumanak pigmentalt hifai.

Meércék: A, F, J, K: 50 um, egyébként 20 pm.

Fotok: Knapp G. Daniel.
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F.3. abra. A jelen munkaink keretében azonositott, a tudomanyra 0j Darksidea iota nom. prov., D. kappa
nom. prov., D. lambda nom. prov. és D. omega nom. prov. izolatumainak mikromorfologiaja PDA (potato
dextrose agar) taptalajon. A—D: D. iota nom. prov. P2491 izolatumanak pigmentalt, rendszerint durva fel-
szind, gondorodo hifai hifahurkokkal (,,hyphal loops™) (A, C, D) és valadékcseppekkel (B). E-G: D. kappa
nom. prov. P2519 izolatumanak attetsz6 (hialin) és pigmentalt hifai szeptumokkal (E) és éretlen klami-
dosporakkal (F, G). H, I: D. iota nom. prov. MD65 izolatumanak pigmentalt, durva felszin{i hifai hifahur-
kokkal. J, K: D. kappa nom. prov. SP55 izolatumanak attetszd hifai valadékcseppekkel (J) és elagazasokkal
(K). L, M: D. lambda nom. prov. P2988 izolatum attetsz0, szeptalt hifai éretlen klamidosporakkal (L). N—
P: D. omega nom. prov. P1376 izolatum attetszd és pigmentalt hifai hifahurkokkal (P).

Meércék: A, J, L, M, O: 50 pm, egyébként 20 pm.

Fotok: Knapp G. Daniel.
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F.4. abra. Flavomyces fulophazii tenyészetekben azonositott, tetramsav tipust dihidroxi-vermelhotin (1) (A), hidroxi-vermelhotin (2) (B), oxo-vermelhotin (3) (C),
metoxi-vermelhotin (4) (D) és vermelhotin (5) (E), tovabba az azafilon tipusu flavoklorin A (8) (F) ¢s flavoklorin G (11) (G) vegyiiletek UV spektrumai, valamint a
vermelhotin (H) és flavoklorin A (I) vegyiileteket tartalmaz6 frakciok fotoi.

Foto: Berek-Nagy Péter Janos. Berek-Nagy és mtsai (2021) S1. abra modositva.
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F.5. abra. Flavomyces fulophazii tenyészetekben azonositott, tetramsav tipust dihidroxi-vermelhotin (1)
(A), hidroxi-vermelhotin (2) (B), oxo-vermelhotin (3) (C), metoxi-vermelhotin (4) (D) és vermelhotin (5)
(E) protonalt molekuldinak HR-MS/MS spektrumai. Utkozési energia: 20 eV. A fragmentum ionok relativ
intenzitasait az F.5. tablazat tartalmazza. Berek-Nagy és mtsai (2021) S3. abra mddositva.
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F.6. abra. Flavomyces fulophazii tenyészetekben azonositott, azafilon tipusu vegyiiletek HR-MS/MS spekt-
rumai. Folytatas a kdvetkezd oldalon.
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F.6. abra folytatasa. Flavomyces fulophazii tenyészetekben azonositott, azafilon tipusu vegyiiletek HR-
MS/MS spektrumai. Folytatas a kovetkez6 oldalon.
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F.6. abra folytatasa. Flavomyces fulophazii tenyészetekben azonositott, azafilon tipusu vegyiiletek HR-
MS/MS spektrumai. Folytatas a kdvetkezd oldalon.
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F.6. abra folytatasa.

Flavomyces fulophazii tenyészetekben azonositott, azafilon tipust flavoklorin E (6)

(A, A”), flavoklorin F (7) (B, B’), flavoklorin A (8) (C, C), flavoklorin B (9) (D, D), flavoklorin C (10)
(E, E), flavoklorin G (11) (F, F’) és flavoklorin D (12) (G, G’) protonalt molekuldinak HR-MS/MS spekt-
rumai. Utkdzési energidk: 30 eV (A-G), 45 eV (A’~G’). A fragmentum ionok relativ intenzitasait az F.6.
¢és F.7. tablazatok tartalmazzak. Berek-Nagy és mtsai (2021) S6. abra modositva.
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HF-1 HF-2 HEF-3 HF-4 HF-5 HF-6 HF-7 HF-8 HF-10 HF-9

MEF-1 ME-2 MEF-3 MF-4 ME-5 MF-6 ME-7

F.7. dbra. A tiz magyarorszagi (HF-1-HF-10) és hét mongoliai (MF-1-MF-7) Flavomyces fulophazii izolatum liofilizalt és poritott tenyészetei
(parhuzamosok: A—C). Berek-Nagy és mtsai (2021) S8. abra.
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13: PF1092C epimer

14: PF1092C

15: petaszol

16: izopetaszol

17: 16 oxidalt szarmazéka
18: 3-epi-petaszol

19: 15 oxidalt szarmazéka
20: aszkomikon B

21: monocerin

22: 6-deoxibosztrikoidin
23: epikokkamid A
24:F2928-1

25: fomopszidin

26: aszkomikon A

abszorbancia (AU)

27:23 uronsavas szarmazéka

] 29
10000 28:F2928-2 30
] 29: epikokkamid D
suuug 30: 29 uronsavas szarmazéka
D_
T T 17T | LI | L | LI | T T 11 | T T T 1 | LI T T | LI T T | LI T T | LI T | T 1
5 i 7 g g 10 1 12 13 14 15

retencios idé (perc)

F.8. abra. A Darksidea nemzetség tenyészeteibdl izolalt vegyiiletek (13-30) nagyhatékonysagu folyadék-
kromatografias elvalasztasat bemutaté HPLC-UV kromatogramok (A=230-600 nm). A vegyiiletek oldatai-
nak koncentracidja 0,1 mg/mL (17: 0,05 mg/mL), injektalt térfogata 2 pL.
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relativ abszorbancia
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F.9. abra. A Darksidea nemzetség tenyészeteiben azonositott, terpén tipusit PF1092C epimer (13) (A),
PF1092C (14) (B), petaszol (15) (C), izopetaszol (16) (D), oxidalt izopetaszol (17) (E), 3-epi-petaszol (18)
(F) és oxidalt petaszol (19) (G) UV spektrumai.
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F.10. abra. A Darksidea nemzetség tenyészeteiben azonositott, poliketid tipusu aszkomikon B (20) (A),
monocerin (21) (B), 6-deoxibosztrikoidin (22) (C), F2928-1 (24) (D), fomopszidin (25) (E), aszkomikon
A (26) (F) és F2928-2 (28) (G) UV spektrumai, tovabba az aszkomikon B (H), 6-deoxibosztrikoidin (I),
fomopszidin (J) és aszkomikon A (K) vegyiileteket tartalmazo frakciok fotoja.

Fotd: Berek-Nagy Péter Janos.
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F.11. abra. Darksidea beta tenyészeteiben azonositott epikokkamid A (23) (A) és uronsavas szarmazéka-
nak (27) (B), illetve az epikokkamid D (29) (C) és uronsavas szarmazékanak (30) (D) UV spektrumai.
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F.12. abra. A petaszol vegyiilet izopetaszol vegyiiletté alakitasanak hatékonysagat — az intakt petaszol (A) vizzel (B), 0,2 M ammo&nium-hidroxid oldattal (C), 0,2 M trifluorecetsav
(TFE) oldattal (D) 15 percig, tovabba 0,2 M (E-H) és 2,0 M (I-L) TFE oldattal 7,5, 15, 30 és 60 percig, 100 °C homérsékleten torténd kezelése esetén — bemutat6 HPLC-UV
kromatogramok (A=230-600 nm) a petaszol és az izopetaszol UV csucsteriileteivel.
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F.13. abra. Buza- és arpaszalmaban azonositott, falvonoid tipusu tricin (33) (C) és flavonolignan szarma-
z€kainak (tricin-4’-O-(B-hidroxifenilgliceril)-éter izomerek ((31) (A) és (34) (D)) és tricin-4’-O-(B-guaja-
cilgliceril)-éter izomerek ((32) (B) és (35) (E)), tovabba a Mycothermus thermophilus izolatumok miceéli-
umaban azonositott, a micélium és kivonatanak lila szinéért (fotok) legalabb részben felelds aszterrikinon

(36) (F) UV spektrumai.
Fotok: Berek-Nagy Péter Janos.

186



234

40 354

100

203 330

100 5 -

relativ abszorbancia

] 266

i 352

100+

] 338

I T | | 1
320 340 360 380 400

hullamhossz (nm})

F.14. abra. Tarackbuzabol szarmazd Acrocalymma vagum izolatumok tenyészeteiben azonositott penicil-
liumolid B (37) (A), rizopiknin A (38) (B), TMC-264 (39) (C) és alternariol-9-metil-éter (40) (D) UV
spektrumai.
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F.15. abra. Tarackbtzabol szarmazo Acrocalymma vagum izolatumok tenyészeteiben azonositott penicilliumolid B (37) (A, A’), rizopiknin A (38) (B, B’), TMC-264

m/z

m/z

(39) (C, C) és alternariol-9-metil-éter (40) (D, D) pozitiv (A—D) és negativ (A’—D’) ionizacié mellett felvett HR-MS spektrumai.
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F.16. abra. Tarackbuzabdl szdrmazd Fusarium izolatumok tenyészeteiben azonositott aurofuzarin (41)
(A), rubrofuzarin (42) (B) és zearalenon (43) (C) UV spektrumai.
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F.17. abra. Tarackbuzabdl szarmazo Fusarium izolatumok tenyészeteiben azonositott aurofuzarin (41) (A,

A”), rubrofuzarin (42) (B, B’) és zearalenon (43) (C, C’) pozitiv (A—C) és negativ (A’—C”) ionizaci6é mel-
lett felvett HR-MS spektrumai.
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F.18. abra. Tarackbzabol szarmazd Setophoma terrestris izolatumok tenyészeteiben azonositott szeka-
lonsav izomerek (44-47) (A-D) UV spektrumai.
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F.19. abra. Tarackbuzabol szarmaz6 Setophoma terrestris izolatumok tenyészeteiben azonositott szekalonsav izomerek (44-47) pozitiv (A-D) és negativ (A’-D”)
ionizacié mellett felvett HR-MS spektrumai.
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F.20. abra. Flavomyces fulophazii tenyészetekbdl izolalt vermelhotin (V), hidroxi-vermelhotin (OH-V) és flavoklorin A (F1) salata gyokér- (A) és hipokotilhosszara (B)
gyakorolt hatasa 1-100 pM koncentraciotartomanyban (parhuzamosok szama: 5, kontroll (C): desztillalt viz). Berek-Nagy és mtsai (2021) S9. dbra modositva.
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F.21. abra. Darksidea tenyészetekbdl izolalt vegyiiletek békalencse ndvekedésére gyakorolt hatasa. Folytatas a kdvetkez6 oldalon.
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F.21. abra folytatasa. Darksidea tenyészetekbdl izolalt vegyiiletek békalencse novekedésére gyakorolt hatasa. Folytatas a kovetkezd oldalon.
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F.21. abra folytatasa. Darksidea tenyészetekbdl izolalt vegyiiletek békalencse ndvekedésére gyakorolt hatasa. Folytatas a kdvetkez6 oldalon.
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F.21. abra folytatasa. Darksidea tenyészetekbol izolalt 13—16, 18-27, 29 és 30 vegyiiletek békalencse leveleinek dsszteriiletére és szamara gyakorolt hatasa 2—150
uM koncentraciotartomanyban (parhuzamosok szama: 6, kontroll (C): Steinberg tapoldat (Naumann és mtsai 2007)). A 17 és 28 vegyiileteket elegendé mennyiségiik
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mara gyakorolt hatdsa 1-100 pM koncentraciotartomanyban (parhuzamosok szama: 6, kontroll (C): Steinberg tapoldat (Naumann €s mtsai 2007)).

Berek-Nagy és mtsai (2021) S9. abra modositva.
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